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1. LA BIOTECNOLOGÍA FORESTAL  
Las masas forestales tienen un gran valor tanto ambiental, por su participación en los 
ciclos del carbono, el oxígeno y el agua (entre otras funciones ecológicas), como económico, 
ya que tradicionalmente han sido una importante fuente de materias primas para la industria 
energética, de construcción, maderera, celulósica, alimenticia y farmacéutica. Se sabe que 
ciertos compuestos extraídos del castaño presentan propiedades antioxidantes, 
anticancerígenas y cardioprotectoras (Braga et al., 2015) y en los últimos años se han 
encontrado nuevas aplicaciones farmacológicas, como la protección de la piel frente a los 
daños generados por la radiación ultravioleta (Almeida et al., 2015) o la inhibición del efecto 
virulento de Staphylococcus aureus (Quave et al., 2015). Además, las masas forestales son 
consideradas un gran recurso renovable con bajos costes de manejo. La biotecnología forestal 
ha aportado nuevas herramientas para la mejora, propagación, conservación y estudio de las 
especies leñosas. Para ello se ha trabajado en la secuenciación genómica, con la que 
identificar marcadores moleculares de caracteres deseables y conocer las bases moleculares de 
los procesos de desarrollo de la planta. También se han desarrollado protocolos de 
transformación genética para la obtención de individuos mejorados por su resistencia a 
enfermedades y estreses climáticos y para la alteración de las rutas de metabolismo 
secundario (la ingeniería metabólica) implicadas en la obtención de ciertas materias primas de 
interés para diversas industrias (Suzuki y Suzuki, 2014). Esta disciplina (la biotecnología 
forestal) pretende aumentar la calidad y cantidad de producción forestal, aportando las 
herramientas necesarias para acelerar el proceso de mejora, proceso que se ve frenado por la 
larga etapa juvenil de sus individuos y por su gran tamaño (Campbell et al., 2003).  
La propagación de ciertas especies leñosas, como el castaño, se ve muy limitada por el 
carácter recalcitrante de sus semillas (Ellis, 1991), que son tremendamente sensibles a la 
sequedad y a las bajas temperaturas lo que impide que sean conservadas y almacenadas largos 
periodos de tiempo sin perder viabilidad. Además, los individuos adultos presentan escasa 
capacidad morfogenética, lo que limita las posibilidades de propagación vegetativa 
empleando los métodos convencionales. Ante estos problemas, la biotecnología trata de 
buscar alternativas para la propagación clonal de genotipos élite empleando herramientas 
como el cultivo in vitro.  
La propagación in vitro de especies vegetales surge gracias a la capacidad totipotente de 
las células vegetales, que permite regenerar una planta completa a partir de cualquier célula 




(1958a) al regenerar plantas de zanahoria. Aunque las primeras plántulas de especies 
forestales obtenidas mediante cultivo in vitro se obtuvieron en los años 60, para algunas 
especies los procedimientos de micropropagación todavía están en fase de desarrollo, 
principalmente debido a la tremenda dependencia entre la respuesta del cultivo y el genotipo 
(de Klerk et al., 1999; Fernández-Lorenzo et al., 1999; Covelo et al., 2009). Ello implica la 
necesidad de ajustar cada protocolo al material de trabajo y no poder establecer parámetros 
estándar óptimos. Existen tres vías principales para llevar a cabo la micropropagación in vitro 
(Thorpe et al., 1991): embriogénesis somática (ES), inducción de yemas adventicias y 
proliferación de yemas axilares.  
 La embriogénesis somática es un proceso embriogénico asexual que consiste en la 
desdiferenciación de células somáticas y su reprogramación y organización formando 
estructuras bipolares con un sistema vascular independiente de las células parentales. Estas 
estructuras dan lugar a embriones morfológica y fisiológicamente similares a los 
embriones zigóticos, pero sin que tenga lugar la fusión de gametos (Williams y 
Maheswaran, 1986). La ES tiene un gran potencial biotecnológico, debido a la gran 
capacidad de proliferación y a su gran potencial para la transformación genética, 
permitiendo no solamente la propagación sino también la criopreservación de 
germoplasma y la mejora genética. Asimismo, presenta tremendas dificultades para su 
inducción, especialmente a partir de material adulto, siendo la etapa de germinación y 
conversión a plántula uno de los principales cuellos de botella en el proceso de producción 
de planta. El primer trabajo que describe la inducción de embriones somáticos en castaño 
(C. sativa) fue publicado por Viéitez et al., en 1990. Desde entonces se ha trabajado en la 
evaluación de los factores determinantes del proceso de inducción, mantenimiento, 
proliferación, maduración, germinación y conversión a planta (revisado en Corredoira et 
al., 2005). A pesar de los avances de este campo, la producción a gran escala de especies 
forestales mediante ES es muy escasa, por ello en la actualidad se está trabajando en el 
estudio de nuevas herramientas biotecnológicas que reduzcan los costes (Park et al., 2014; 
Thompson, 2014) y en el conocimiento de las bases moleculares que determinan cada una 
de las etapas de este proceso, de las que todavía se conoce muy poco (Smertenko y 
Bozhkov, 2014).  
 La inducción de yemas adventicias (caulogénesis) es un proceso organogénico que consiste 
en la formación de meristemos caulinares adventicios mediante tratamientos con 
reguladores de crecimiento, principalmente citoquininas. El proceso de producción de 




yemas y enraizamiento adventicio (EA). En la inducción, las células somáticas revierten su 
estado de diferenciación e inician un nuevo proceso de desarrollo hacia la formación del 
meristemo, siendo fundamental el desarrollo y elongación de las yemas, para poder abordar 
la etapa de EA. La tercera y última etapa del proceso consiste en la inducción y desarrollo 
de raíces adventicias (RAs) para obtener la plántula completa. Esta etapa se ve 
tremendamente limitada por el efecto inhibidor de los reguladores de crecimiento 
(citoquininas) aplicados en la fase de inducción y debido a que la capacidad de 
enraizamiento es tremendamente dependiente del genotipo. La principal limitación de este 
sistema con respecto a la ES, es que no tiene lugar la formación simultánea del brote y la 
raíz, sino que se forman en dos etapas independientes con sus limitaciones (Brown y 
Thorpe, 1986). El sistema de inducción de yemas adventicias permite regenerar plantas a 
partir de pequeños grupos de células, lo que aporta una importante herramienta 
biotecnológica para la regeneración de plántulas a partir de células transformadas 
genéticamente (Reynolds, 1986). El primer éxito en este campo lo logró White en 1939 al 
obtener brotes a partir de callos de tabaco. En el caso del castaño, los primeros intentos de 
cultivo in vitro de callos en los que se describió diferenciación morfológica o histológica 
fueron realizados por Jacquiot en 1950. A raíz de estos avances se trabajó en la 
regeneración de tejidos y órganos a partir de callo, consiguiendo en un primer momento 
solo la obtención de RAs (Viéitez et al., 1978) y más adelante se alcanzó la producción de 
yemas adventicias, y plántulas completas (González, 1981; Skirvin, 1981; San José et al., 
1984; Mulin et al., 1999). 
 La micropropagación de yemas axilares permite la proliferación de las líneas de cultivo 
mediante la división del brote y fomentando el desarrollo de las yemas preformadas 
aplicando reguladores de crecimiento (citoquininas). En esta vía no es necesaria la 
inducción de un nuevo meristemo, aunque la capacidad proliferativa se ve limitada por el 
número de yemas preformadas por cada brote y por la necesidad de una segunda etapa de 
EA (al igual que ocurría en la caulogénesis) para la obtención de plántulas completas 
capaces de aclimatarse a las condiciones ex vitro. Esta fase de rizogénesis es de nuevo un 
proceso organogénico y generalmente es una etapa limitante que reduce el potencial 
propagativo de esta técnica. La principal ventaja de la propagación in vitro mediante yemas 
axilares es la estabilidad genética de estas estructuras frente a la obtención de plántulas a 
partir de callos, en donde hay una mayor probabilidad de generar cambios genéticos y 
mutaciones. Encontramos diversos trabajos sobre el establecimiento y propagación in vitro 




Keys y Cech, 1982; Viéitez y Viéitez, 1983; Gonçalves et al., 1998), logrando muy buenos 
resultados en la propagación clonal de individuos seleccionados. Una de las principales 
dificultades en muchas especies como en el castaño, es la baja capacidad morfogenética del 
material adulto, ya que existe un declive de la capacidad rizogénica asociado con la edad 
(Díaz-Sala et al., 1990; Sánchez y Viéitez, 1991; Greenwood y Hutchison, 1993; Díaz-Sala 
et al., 1996).  
Como hemos visto, el EA es una de las fases limitantes de la propagación in vitro y muy 
especialmente en especies forestales, siendo por ello es el objeto de estudio de esta tesis.  
Hoy en día se están desarrollando nuevas aplicaciones biotecnológicas para el cultivo de 
tejidos vegetales. En muchas especies las raíces presentan el mayor reservorio de metabolitos 
secundarios de interés entre los que se encuentran los alcaloides, poliacetileno, 
sesquiterpenos, naftoquinonas y antraquinonas (Sivanesan y Jeong, 2009; Baque et al., 2010; 
Lee et al., 2011). El cultivo de RAs presenta ciertas ventajas para la producción a gran escala 
de estos metabolitos secundarios, de interés desde el punto de vista alimenticio o medicinal, 
ya que en muchos casos las raíces acumulan una gran cantidad de estos compuestos y 
presentan un crecimiento rápido y una producción estable e ilimitada de biomasa (Nandagopal 
y Kumari, 2007). Cabe citar el cultivo de raíces de achicoria, en donde el sistema radicular es 
cultivado de forma independiente para aumentar su biomasa y la producción de compuestos 
de interés (Nandagopal y Kumari, 2007), así como la obtención de aloe-emodina cuya 
concentración es unas 100 veces mayor en las raíces, que en las hojas de aloe (Lee et al., 
2011), o el cultivo de Eurycoma longifolia debido a sus propiedades afrodisíacas y 
antimalaria (Hussein et al., 2012). En otras ocasiones se ha recurrido a la transformación 
genética con Agrobacterium rhizogenes para inducir el desarrollo radicular para la producción 
de metabolitos (Jenifer et al., 2012).  
Estos tres métodos de propagación requieren de procesos organogénicos que pueden 
desarrollarse por dos vías: directa o indirecta. En la vía directa las células somáticas 
diferenciadas se desdiferencian, reprograman, adquieren el nuevo destino celular y desarrollan 
el nuevo órgano. En la vía indirecta, las células desdiferenciadas proliferan formando un callo 
y serán algunas de las células de este callo las que continuarán con el proceso organogénico, 
reprogramándose y diferenciándose hacia la formación del órgano. En función de la especie, 
de los tratamientos y de los objetivos del cultivo de tejidos, puede ser necesario o conveniente 
el empleo de una u otra vía. Por ejemplo en los últimos años se han propuesto nuevos 
protocolos de regeneración de castaño mediante organogénesis indirecta como una vía 




protoplastos y la obtención de plántulas libres de virus (Tafazoli et al., 2013). Una de las 
diferencias entre estas dos vías que ha de tenerse en cuenta, es que la indirecta genera un 
mayor número de modificaciones genéticas que pueden producir anomalías o pérdidas de 
caracteres de interés. Como en el resto de procesos organogénicos, el EA también puede tener 
lugar de forma directa, a partir de células diferenciadas, o indirecta tras la formación de callo. 
En el cultivo de tejidos vegetales debemos tener en cuenta que, aunque se trata de una 
propagación clonal, pueden aparecer ciertas variaciones en las plantas regeneradas; estas 
variaciones fenotípicas, conocidas como variaciones somaclonales se atribuyen a 
modificaciones genéticas y epigenéticas (de las que hablaremos más adelante con más 
detalle). La variación somaclonal puede considerarse tanto beneficiosa como perjudicial, 
dependiendo de los objetivos (Miguel y Marum, 2011). En la ES puede incrementarse las 
variaciones somaclonales a medida que aumenta la edad del cultivo debido a la metilación del 
ADN, cambios que se traducen en una reducción del potencial embriogénico y organogénico 
del cultivo (Valledor et al., 2007). En la micropropagación de yemas axilares de pino se han 
observado respuestas contradictorias, ya que a medida que aumentan el número de 
subcultivos, puede tener lugar cierto grado de rejuvenecimiento de los brotes (Webster y 
Jones, 1989), lo que conlleva un incremento de su plasticidad de respuesta a cambios 
exógenos y, por tanto, fomenta la capacidad de adaptación y supervivencia al ser transferidos 
ex vitro (revisado en Valledor et al., 2007). Por el contrario, puede provocar envejecimiento y 
la transición de juvenil a adulto acortando el tiempo requerido para la floración (de Klerk, 
2002). 
 Actualmente se sigue trabajando en la optimización de protocolos de cultivo in vitro con 
la finalidad de reducir costes y aumentar la eficiencia de producción. Se ha evaluado el 
empleo de diferentes tipos de explanto, de soporte, de biorreactores de mayor volumen o de 
sistemas de inmersión temporal. Con ello se busca establecer protocolos y herramientas para 
la propagación a gran escala (Troch et al., 2010; Vidal et al., 2015), para la obtención de 
líneas libres de patógenos o líneas resistentes tanto a estreses bióticos como abióticos 
empleando el cultivo in vitro. Diversos trabajos de nuestro laboratorio han permitido alcanzar 
notables avances en el cultivo in vitro y en el estudio en profundidad de diversos aspectos 
fisiológicos y moleculares del desarrollo de varias especie leñosas como el castaño (Viéitez y 
Viéitez, 1980a; Viéitez et al., 1986, 1990, 2007; Sánchez y Viéitez, 1991; Ballester et al., 
2009; Sánchez et al., 1997b; Corredoira et al., 2004, 2005, 2012; Pereira-Lorenzo et al., 
2012), el roble (Viéitez et al., 1985, 1993, 1994, 2009; San José et al., 1988; Sánchez et al., 




1999), el eucalipto (Corredoira et al., 2014, 2015), la camelia (Plata et al., 1991; San José y 
Viéitez, 1993) y el aliso (Corredoira et al., 2013; San José et al., 2014). 
2. Castanea sativa 
El castaño es una especie forestal de gran importancia por su valor ambiental, industrial y 
sociocultural, con un arraigo especial en la cultura y gastronomía gallega. Pertenece a la 
familia Fagaceae, que incluye aproximadamente 1000 especies, entre las que se encuentran 
algunas tan emblemáticas en nuestro país como el haya, los robles y encinas y el castaño. El 
género Castanea, de origen asiático, se distribuye de forma natural en bosques templados del 
hemisferio norte. Presenta un nivel muy bajo de variación morfológica y de divergencia 
molecular (Lang et al., 2006). En Asia encontramos cuatro especies: C. crenata Siebold y 
Zuccarini, C. Mollissima Blume, C. henryi (Skan) Render y Wilson y C. seguinii Dode. En 
América del Norte encontramos otras dos especies: C. dentata (Marshall) Brokhausen y C. 
pumila (Linnaeus) Miller y en Europa destacamos la única especie de origen europeo, objeto 
de este estudio, Castanea sativa Miller. El castaño es una especie diploide (2n = 24) que se 
estima que presenta aproximadamente 25.000 genes (Jaynes, 1962; Maynard et al., 2008). 
Parece ser que la estructura y organización genómica de la familia Fagaceae está muy 
conservada y se caracteriza por presentar una proporción muy baja de secuencias repetidas 
(Casasoli et al., 2006).  
El género C. sativa M. o castaño europeo presenta una amplia distribución en las zonas 
de clima templado del sur de Europa (Fig. 1). En España se distribuye a lo largo de la zona 
atlántica, ocupando áreas desde el nivel del mar a altitudes superiores a los 1000 metros 
(Pereira-Lorenzo et al., 2012). Las áreas de distribución natural del castaño han ido 
desapareciendo debido al declive en el uso de la castaña, al abandono de las plantaciones y 
por la aparición de nuevas plagas. Las epidemias de chancro, sufridas a causa de la 
introducción accidental del hongo Cryphonectria parasítica (Murr.) Barr y las de la 
enfermedad de la tinta, causadas por el hongo Phytophthora spp. (principalmente por P. 
cinnamomii y P. cambivora), son dos de las enfermedades más importantes que afectan a esta 
especie y que han causado una gran pérdida de calidad y cantidad de producción tanto de 
madera como de fruto. Por ello, se han estado buscando nuevas herramientas que permitan la 
restauración del castaño. En un principio se abordó la obtención de híbridos, desarrollando 
retrocruzamientos entre el castaño americano (C. dentata) (Burnham, 1988; Diskin et al., 
2006) o el castaño europeo (Viéitez, 1952, 1960; Fernández et al., 1993) sensibles a dichas 




Zucc.)) que son resistentes, para la obtención de individuos con la resistencia adquirida de la 
especie asiática. En Estados Unidos, “The American Chestnut Foundation” creó un programa 
de propagación de híbridos (Hebard, 2005). El problema de estos programas de mejora 
convencionales es que pueden llevarnos a perder ciertas características importantes, 
específicas de la especie nativa y a incorporar características indeseables de la especie 
asiática. Además, la reproducción sexual de los individuos resistentes puede conducir a la 
pérdida de resistencia, por lo que es conveniente establecer herramientas apropiadas para la 
propagación vegetativa de los individuos seleccionados (Viéitez, 1952).  
Figura 1: Mapa de la distribución geográfica del castaño europeo (Castanea sativa) evaluada por EUFORGEN en el 2009 
(www.euforgen.org).  
En Galicia ya se han implantado ciertas iniciativas para la conservación, como la 
elaboración de un catálogo del material frutícola gallego, y ya en 1994 se inició la instalación 
de un banco de germoplasma que conserva cultivares de C. sativa procedentes de la 
comunidad gallega (Fernández et al., 1997; Vidal et al., 2008, 2010). Las principales líneas de 
trabajo van dirigidas a la clasificación de clones resistentes a la tinta en función de su vigor, a 
la lucha contra la enfermedad del chancro y a la elaboración de programas de mejora genética 
del castaño europeo. El plan forestal gallego pretende potenciar las áreas de ocupación del 
castaño, y para que la repoblación se lleve a cabo con éxito, el material vegetal empleado 




(que asegure la adaptación ecológica de la zona, la calidad de la madera y el fruto y la 
resistencia a enfermedades) y de su buen estado fisiológico (que asegure el arraigo y 
crecimiento en monte). Teniendo en cuenta estos criterios se están empleando variedades 
autóctonas de Castanea sativa e híbridos seleccionados y propagados vegetativamente 
(Rodríguez et al., 2005; Cuenca et al., 2009; González et al., 2011; Cuenca et al., 2013). 
Los primeros estudios genéticos de esta especie se centraron en lograr herramientas que 
permitieran seleccionar lo antes posible individuos élite. En esta línea se identificaron 
“RAPD” (Random Amplified Polymorphic DNA) y “QTLs” (quantitative trait locus) de 
rasgos adaptativos relevantes en castaño (Casasoli et al., 2001, 2004). Cada locus tiene un 
efecto pequeño o moderado en el comportamiento global de los individuos por lo que se 
deben identificar genes o grupos de genes concretos que puedan tener un efecto más definido 
y específico en el comportamiento del castaño y de esta manera poder explotar su potencial 
genético.  
Hoy en día se siguen desarrollando nuevas herramientas biotecnológicas, muchas de ellas 
basadas en la ingeniería genética ya que ésta parece ser una de las vías más prometedora para 
la supervivencia de especies amenazadas por las nuevas circunstancias globales, como el 
castaño (Wheeler y Sederoff, 2009). Ya se han descrito los primeros protocolos de 
transformación génica mediada por Agrobacterium tumefaciens en Castanea sativa (Seabra y 
Pais, 1998; Corredoira et al., 2004) y se han desarrollado las primeras líneas transgénicas de 
C. dentata, que incorpora el gen oxalato oxidasa para adquirir resistencia al chancro 
(Maynard et al., 2008; Zhang et al., 2013a). Las líneas transgénicas de C. sativa, llevan 
incorporadas el gen CsTL-1 que codifica para una proteína tipo osmotina (taumatina) que 
podría conferir resistencia a la tinta por su carácter antifúngico (Corredoira et al., 2009, 
2012).  
Además, se ha puesto en marcha un programa de secuenciación a gran escala de los 
genomas de castaño americano y asiático para identificar los genes de resistencia que se han 
perdido evolutivamente o no son funcionales en la especie americana. Los avances de este 
proyecto pueden encontrarse en la página web: www.fagaceae.org. En Europa son muy pocos 
los grupos de investigación que trabajan en la biología molecular de la especie, lo que 
ralentiza el avance debido a la escasez de conocimientos previos y la dificultad para poner a 
punto los protocolos de manipulación, análisis y diagnóstico. Las principales líneas de trabajo 
se centran en estudios relacionados con estreses bióticos y abióticos y con mecanismos de 




Minibayeva et al., 2015; Serrazina et al., 2015) aunque también se han iniciado algunos 
trabajos sobre la caracterización genética de cultivares (Quintana et al., 2015).  
 Para propagar individuos resistentes o seleccionados, se hace imprescindible su 
propagación vegetativa, y dado que el castaño es una especie de muy difícil enraizamiento 
esto complica su propagación clonal, bien mediante estaquillado o técnicas de propagación in 
vitro. Aunque se han descrito métodos eficientes en ambas líneas, la capacidad rizogénica 
depende enormemente del individuo y no siempre se ha logrado optimizar en el material 
seleccionado, por lo que se debería seguir profundizando en el conocimiento de los factores 
que la determinan para poder elaborar métodos estándar con el rendimiento adecuado (Chevre 
et al., 1983; Sánchez y Viéitez, 1991). En nuestro laboratorio, utilizando los sistemas 
experimentales establecidos in vitro, se trabaja en el aislamiento e identificación de genes 
implicados en la morfogénesis y en procesos de desarrollo como son la ES y el EA (Sánchez 
et al., 2007; Vielba et al., 2011; Valladares et al., 2013). También se lleva a cabo su 
caracterización, mediante el análisis espacio-temporal de la expresión, como una 
aproximación para entender su posible implicación en el proceso, las vías de actuación y los 
posibles mecanismos de control y regulación de la expresión. 
 
3. Populus spp.  
El chopo puede aportar diversos servicios ambientales irremplazables para el 
mantenimiento de los ecosistemas incluidos el secuestro de carbono, la fitoremediación de 
ambientes contaminados, evitar la erosión y como bioindicador de ambientes contaminados 
por ozono, la protección de las cuencas hidrográficas y como hábitat para la vida silvestre. 
Además de su valor ecológico, ha adquirido un gran valor económico que ha conducido a que 
hoy en día sea cultivado en todo el mundo para la obtención de fibras para la industria del 
papel y como fuente ligno-celulósica para la producción de biofuel y biomasa para la 
producción de electricidad (Flathman y Lanza, 1998; Bradshaw et al., 2000; Zalesny y 
Zalesny, 2009; Stobrawa, 2014). 
El género Populus pertenece a la familia Salicaceae. De acuerdo con la clasificación de 
Eckenwalder incluye 29 especies (Eckenwalder, 1996) aunque la taxonomía no es clara y 
existen clasificaciones que incluyen hasta 35 especies, las más empleadas en investigación 
son P. tremula, P. tremuloides, P. trichocarpa, P. alba, P. nigra y variedades hibridas de 




chopos o álamos con una amplia distribución natural principalmente en el hemisferio norte 
(Bradshaw et al., 2000), como ejemplo presentamos un mapa de la distribución de Populus 
tremula, una de las especie más estudiadas y de la que se empleó un híbrido en este estudio, 
donde observamos que prácticamente cubre toda la superficie de Europa (Fig. 2). Tienen una 
gran capacidad de colonización de ambientes perturbados pero suelen ocupar las llanuras de 
inundación fluviales, donde son un componente clave de los bosques de ribera (Braatne et al., 
1996). Todas las especies presentan gran capacidad de propagación vegetativa y rápido 
crecimiento y gran facilidad para hibridar generando híbridos fértiles, por lo que es muy 
frecuente el empleo de híbridos para generar segregación de ciertas características. Al igual 
que el castaño son especies diploides (2n = 38). 
Figura 2: Mapa de la distribución geográfica del chopo (Populus tremula) evaluada por EUFORGEN en el 
2009. (www.euforgen.org). 
Arabidopsis fue el primer sistema modelo utilizado, permitiendo el desarrollo de 
numerosas técnicas y herramientas para el estudio de la función génica en plantas. Pero a 
pesar de las ventajas de utilizar Arabidopsis muchas veces está muy lejos de reflejar lo que 
ocurre en las plantas en general, ya que podría considerarse el extremo opuesto en la 
fisiología y genética de muchos árboles (Jansson y Douglas, 2007). Por ello era necesario el 
desarrollo de un sistema modelo de especies forestales para ciertos estudios anatómicos y 




fertilidad, es fácil de clonar, presenta un genoma de pequeño tamaño, fácil de transformar 
genéticamente y regenerar individuos transgénicos y su estrecha relación entre sus rasgos 
fisiológicos y la productividad de biomasa (Bradshaw y Stettler, 1993; Bradshaw et al., 
2000). A principios del siglo XXI se sugirió el Populus como sistema modelo de árboles y 
plantas forestales, lo que generó un rápido desarrollo de recursos genéticos y moleculares para 
este género incluyendo la secuenciación del genoma completo de una de sus especies Populus 
trichocarpa (Tuskan et al., 2006). A raíz de la secuenciación completa de su genoma se han 
desarrollado diversas herramientas genéticas, genómicas y bioquímicas que ofrecen multitud 
de posibilidades para el estudio de ciertas cuestiones que no podían ser abordadas empleando 
los sistemas de plantas modelos anteriores en Arabidopsis y arroz. Los principales rasgos que 
no podían ser evaluados con los modelos anteriores son la formación de madera o xilema 
secundario, los hábitos de crecimiento perenne y la estacionalidad. Pero además, la adición de 
un árbol al grupo de sistemas modelos también ha contribuido al análisis de otros rasgos 
importantes como la floración, el cambio de fase, las interacciones bióticas y la evolución de 
los rasgos adaptativos (Bradshaw et al., 2000; Jansson y Douglas, 2007).  
El amplio rango de variaciones genéticas de la especie, que le permite la adaptación a la 
amplia área de distribución geográfica que ocupa, lo convierte en una herramienta muy útil 
para la evaluación de variación morfológica, anatómica, fisiológica, fenológica y la respuesta 
a estreses bióticos y abióticos (Farmer, 1970; Orlovic et al., 1998; Bradshaw et al., 2000). Los 
recursos genéticos disponibles comenzaron con las primeras librerías de “ESTs” (Sterky et 
al., 1998) y en paralelo al desarrollo de estas librerías, se desarrollaron otras herramientas de 
genómica funcional como los microarrays y multitud de estudios de proteómica y 
metabolómica. Los trabajos incluyen aspectos genéticos, fisiológicos y patológicos generando 
una productiva vía de investigación (Jansson y Douglas, 2007). Cabe destacar que el rápido 
crecimiento y respuesta fisiológica a las condiciones del medio permiten medir la respuesta a 
estreses bióticos y abióticos en periodos cortos de tiempo y elaborar mapas de “QTLs” que 
controlan la morfología, fenología y patología (Bradshaw y Stettler, 1995; Newcombe, 1996; 
Wu, 1998; Frewen et al., 2000; Jorge et al., 2005). 
Además la facilidad para la obtención de individuos transgénicos gracias a su capacidad 
de transformación, la gran facilidad de propagación y la rápida regeneración es inigualable 
por cualquier otro tipo de árbol. El primer éxito de transformación mediante Agrobacterium 
tumefaciens y regeneración de plántulas en una especie forestal se logró en un híbrido de 
Populus alba x grandidentata en 1987 (Fillatti et al., 1987). En este caso se emplearon 




eficientes empleando otro tipo de explantos como entrenudos y peciolos (Tsai et al., 1994; 
Han et al., 2000; Yevtushenko y Misra, 2010). La transformación genética mediante 
Agrobacterium, se ha empleado para la mejora, la evaluación funcional de genes y el estudio 
básico de los procesos fisiológicos (Bradshaw et al., 2000).  
Un reflejo de la tremenda repercusión del empleo del chopo como especie modelo es el 
gran incremento en el número de publicaciones que lo emplearon como sistema, las cuales se 
duplicaron entre el 2006 y el 2010 (revisado en Stobrawa, 2014).  
 
4. ASPECTOS FISIOLÓGICOS Y MORFOLÓGICOS DEL 
ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO 
La formación de RAs es un proceso organogénico postembriogénico, en el cual se induce 
su formación a partir de células diferenciadas que no estaban determinadas para formar raíces. 
En la propagación vegetativa de especies forestales, la formación de RAs es uno de los puntos 
críticos, además de ser un proceso muy poco conocido y muy variable en función de las 
especies y el genotipo. Pueden originarse de forma natural bajo condiciones de estrés 
ambiental a partir de tejidos del tallo (Pop et al., 2011). El desarrollo de un sistema radicular 
completo con RAs y raíces laterales (RLs) es indispensable para proveer a la planta de la 
amplia red necesaria para la absorción de agua y nutrientes así como de un sistema de anclaje. 
Para la formación de RAs, debe producirse la formación de un meristemo radicular “de 
novo” a partir de otro tejido preexistente. No se conocen los mecanismos por los cuales las 
células somáticas se desdiferencian, adquiriendo un carácter pluripotente que les permita 
desarrollar un nuevo órgano, ya sea una raíz, un brote, un embrión o reparar un daño en 
alguno de sus órganos. Las primeras células en las que se observó totipotencia pertenecían al 
tejido vascular (Steward et al., 1958b). En el primer trabajo de regeneración de plántulas, 
desarrollado en zanahoria ya se observó que las raíces se formaban a partir del cambium y 
rara vez del floema (Steward et al., 1958a). Se consideran células competentes aquellas que 
son capaces de responder a una señal hormonal concreta y cambiar el patrón de desarrollo 
pudiendo dar lugar, en función del estímulo, a una respuesta organogénica diferente como la 
ES o la formación de yemas o RAs. De Almeida et al. (2012) describieron las células 
precambiales como nicho de células multipotentes, pluripotentes o totipotentes que pueden 
dar lugar a la diferenciación vascular, a la organogénesis y a la ES en respuesta al balance de 




posición de la célula en el organismo ya que cada célula interactúa con las células vecinas y 
su posición determina la vía de diferenciación que va a asumir (de Almeida et al., 2012). Sin 
embargo, la aplicación de estímulos externos o estímulos ambientales puede generar la señal 
adecuada para que cambie el destino celular predeterminado, gracias a la plasticidad y el 
potencial morfogenético de las células vegetales (Baque et al., 2010; Díaz-Sala, 2014). 
Las RAs se desarrollan a partir de células vecinas del tejido vascular (Bellini et al., 
2014). El periciclo, las células parenquimáticas del xilema y el floema, el floema y el 
cambium contienen las células progenitoras en el desarrollo de RAs (Díaz-Sala et al., 1996; 
Ballester et al., 1999; de Klerk et al., 1999; Vidal et al., 2003; Li et al., 2009). En los brotes 
de castaño las raíces se originan en el cambium (Ballester et al., 1999). En Bractris gasipaes, 
estudios histológicos determinaron que el tejido pre-procambial contenía el nicho de células 
competentes que respondían a la aplicación de reguladores de crecimiento activando 
diferentes rutas morfogenéticas para dar lugar a nuevas yemas y embriones, sin embargo las 
RAs se originaban a partir de células parenquimáticas desdiferenciadas (de Almeida et al., 
2012). En pino son las células del parénquima vascular que recubren los canales resiníferos 
las que inician el proceso de EA (Díaz-Sala et al., 1996). Una vez inducido el proceso estas 
células se dividen rápidamente, reorganizando los planos de división para la formación el 
meristemo radicular.  
En especies de fácil enraizamiento, como es el caso de Populus o Arabidopsis, la escisión 
de la zona basal del brote es suficiente para generar el estímulo necesario para la inducción 
del EA. Por el contario, en especies con baja capacidad rizogénica, como son la mayoría de 
las especies forestales, se requiere la aplicación exógena de auxinas (Abarca y Díaz-Sala, 
2009; Li et al., 2009). Aun así, en muchas especies, en genotipos concretos o en material 
adulto de genotipos seleccionados no se ha logrado desencadenar el EA tras la aplicación de 
auxinas. En ambos casos, independientemente de que la inducción se produzca por escisión o 
mediante la aplicación exógena de auxinas, y al igual que ocurre con las RLs, las auxinas 
desencadenan el proceso organogénico, se produce la alteración de la distribución de auxinas 
y se modifican ciertos mecanismos moleculares induciendo el enraizamiento (Heloir et al., 
1996; de Klerk et al., 1999). Además, probablemente tanto el proceso de desarrollo de RAs 
como RLs, compartan ciertos aspectos de las bases moleculares y hormonales de su 
desarrollo, pero están sujetos a diferentes mecanismos de regulación (Bellini et al., 2014). Las 
auxinas inducen la expresión de genes relacionados con el ciclo celular y con el programa de 




anule el patrón de desarrollo establecido en las células, se produzca la desdiferenciación 
celular y la adquisición de competencia para responder al estímulo (de Klerk et al., 1999). 
El proceso de formación de RLs se puede dividir en tres fases fisiológicamente 
independientes (Kevers et al., 1997; Li et al., 2009). En general se puede establecer un 
paralelismo entre la formación de RLs y RAs, aunque en este último caso se requiere un paso 
previo de desdiferenciación celular (de Klerk et al., 1999). De esta forma se han caracterizado 
cuatro etapas que tienen lugar durante el desarrollo de RAs: 
- Desdiferenciación celular: las células somáticas diferenciadas se desdiferencian y 
adquieren carácter meristemático y competencia para responder al estímulo auxínico y 
formar un nuevo órgano. 
- Inducción: Durante esta fase no tiene lugar ningún cambio histológico, pero sí 
importantes cambios bioquímicos y transcripcionales. Se produce la activación de las 
células que van a iniciar el desarrollo de la raíz antes de que comiencen a dividirse, en 
las primeras 24 horas. En las células activadas se observa la acumulación de almidón y 
la presencia de un núcleo muy patente y el nucléolo muy grande. 
- Iniciación: las células activadas comienzan a sufrir divisiones periclinales y proliferar 
rápidamente formando acúmulos de células meristemáticas que formaran el 
meristemoide. Estas primeras divisiones suelen aparecen entre las 48 y 96 horas tras la 
aplicación del tratamiento. 
- Expresión: se produce el crecimiento del primordio radicular que adquiere forma 
cónica y penetra a través del esclerénquima del brote hacia el córtex. En esta 
estructura, con cierto grado de organización, se establecen las células iniciales de la 
epidermis, endodermis y cofia. Antes de que se produzca la emergencia ya ha 
comenzado la diferenciación de la caliptra y el procambium. Termina con la 
emergencia de las raíces y la completa diferenciación de los tejidos radiculares, 
formándose la conexión de los haces vasculares del brote con los de las raíces, la 
vacuolización del córtex y la elongación de las células de la estela.  
En el caso concreto de castaño, se han establecido cuatro etapas en el desarrollo de las 
RAs: desdiferenciación celular, inducción de la división celular, desarrollo del primordio 
radicular y emergencia de las raíces (Viéitez et al., 1981). Estos autores, además 
caracterizaron el proceso de desarrollo de la raíz adventicia dividiéndolo en cuatro estadios de 
desarrollo: meristemoides, primordios de raíz, primordio radicular con sistema vascular 




anatómicos que tienen lugar durante el desarrollo de RAs en diversas especies como en arroz 
(Itoh et al., 2005), manzano (Naija et al., 2008) y en estaquillas (Biricolti et al., 1994) y en 
brotes in vitro de castaño (Gonçalves et al., 1998; Ballester et al., 1999).  
Las etapas fisiológicas que tienen lugar durante el desarrollo del EA presentan 
requerimientos diferentes, por ejemplo se sabe que las auxinas juegan un papel fundamental 
en el proceso pero de forma diferente en cada una de las etapas. En la fase de inducción se 
genera un pico máximo de auxinas, aproximadamente a una distancia entre 1-2 mm sobre la 
zona de corte y que corresponde con la zona donde se forman los primordios. Durante la fase 
de iniciación los niveles de auxina alcanzan los valores mínimos y en la fase de expresión se 
vuelven a incrementar los niveles de ácido 3-indolacético (AIA) libres (Blakesley et al., 1991; 
Heloir et al., 1996; de Klerk et al., 1999; Pop et al., 2011). Se puede establecer una 
correlación entre los niveles de auxina endógenos y las etapas fisiológicas del proceso de EA, 
siendo la distribución de auxinas en los tejidos determinante en la emergencia de las RAs (Xu 
et al., 2005). En muchas especies es necesario retirar las auxinas del medio de cultivo tras la 
iniciación del proceso de EA para que tenga lugar el desarrollo de los primordios (Naija et al., 
2008). La aplicación exógena de calcio y su interacción con las auxinas afecta positivamente a 
la formación del meristemo radicular y su desarrollo, aunque un exceso en su concentración 
modifica la anatomía del primordio ya que induce la sobreproducción de xilema, la expansión 
de las células corticales y reduce el meristemo apical (revisado en Falasca et al., 2004). 
Además en cada etapa del EA se producen grandes cambios en el patrón de expresión génica.  
Cuando se establece la arquitectura final de la raíz podemos diferenciar tres zonas: la 
zona de diferenciación, la zona de elongación y la zona meristemática (E et al., 2012). La 
zona de diferenciación es la parte más basal y próxima al tallo, presenta mayor grado de 
desarrollo que el resto y en ella ya se ha producido la emergencia de las RLs. La zona de 
elongación es la zona de crecimiento en la parte central de la raíz, donde tiene lugar la 
iniciación y el desarrollo de los primordios de RLs. En la zona de diferenciación y elongación 
encontramos una sucesión de capas concéntricas, que desde el exterior al interior están 
conformadas por los siguientes tejidos: la epidermis, el córtex, la endodermis y la estela, que 
incluye el cilindro vascular y el periciclo (Dolan et al., 1993; E et al., 2012). Finalmente, en la 
zona meristemática o ápice de la raíz encontramos el meristemo apical radicular con 
localización subapical, que contiene el centro quiescente (CQ) que dirige el crecimiento y 
desarrollo de la raíz, y la zona basal del meristemo, en la que se está produciendo la 
diferenciación de las diferentes capas de tejido radicular y a partir del periciclo la 




caracterizadas por presentar una baja tasa metabólica y dividirse lentamente. Estas células 
funcionan organizando las capas de células troncales impidiendo que se diferencien (Vernoux 
y Benfey, 2005). Rodeando el CQ encontramos cuatro capas de células troncales, cada una de 
ellas destinada al desarrollo de una de las capas de tejido radicular: la estela, la caliptra, la 
epidermis y el tejido basal compuesto por el córtex y la endodermis. Las células troncales 
controlan el crecimiento de la raíz, son células meristemáticas en continuo estado de división, 
que sufren divisiones asimétricas para dar lugar a una célula meristemática, que mantendrá el 
contacto con el CQ y conserva la identidad de célula madre, y a una célula que pierde el 
contacto con el CQ y adquiere una determinada identidad celular hasta que después de 
divisiones sucesivas entra en la zona de elongación y diferenciación (Scheres, 2007). Existe 
un complejo control entre el mantenimiento del meristemo radicular y el control de la 
diferenciación celular para dirigir el crecimiento de la raíz. En este proceso intervienen 
diferentes familias génicas y hormonas. 
 
5. FACTORES DETERMINANTES DE LA CAPACIDAD 
RIZOGÉNICA 
Tanto el desarrollo de la planta como la organogénesis están dirigidos por la interacción 
de multitud de factores como los reguladores de crecimiento, la composición mineral del 
medio de cultivo, el estado fisiológico del individuo y otros factores bióticos y abióticos que 
pueden provocar los estímulos necesarios para que se desencadene un nuevo proceso de 
desarrollo. Para describir los factores que controlan el proceso de EA podemos diferenciar 
entre factores ambientales y endógenos, dentro de los que podemos distinguir entre aspectos 
fisiológicos y moleculares (De Klerk et al., 1999; Li et al., 2009; Pop et al., 2011).  
En este trabajo, a la hora de evaluar las bases fisiológicas y moleculares que dirigen el 
EA, tendremos en cuenta dos de los principales factores que determinan la capacidad 
rizogénica, el estado ontogenético del material y las rutas de señalización hormonal que 
coordinan y dirigen todos los procesos de desarrollo de la planta. Existe una coordinación 
entre las diferentes rutas hormonales que se autorregulan para iniciar la respuesta ante 
diversos estímulos externos y responder de forma coherente para mantener la supervivencia 




5.1. FACTORES AMBIENTALES 
5.1.1. La luz 
La luz, ya sea tanto por su intensidad como por su longitud de onda, afecta a las 
condiciones de micropropagación in vitro de especies vegetales y por tanto al proceso de EA 
de forma directa, pero también condicionando el buen estado fisiológicos de sus brotes, su 
vigor y la elongación que son factores determinantes de la eficiencia del proceso de EA. Se ha 
demostrado que el crecimiento bajo diferentes regímenes de luz cambia los niveles endógenos 
de auxinas e influye en su homeostasis (revisado en Iacona y Muleo 2010). 
Podríamos considerar la luz como inhibidor del enraizamiento al provocar la biosíntesis y 
acumulación de citoquininas, por lo que el cultivo en condiciones excesivas de irradiación 
puede inhibir el EA (Fett-Neto et al., 2001; Geiss et al., 2009). Los fotoreceptores participan 
en la regulación del EA, regulando la expresión de los “Auxin response factors” (ARFs) que 
promueven o inhiben la respuesta rizogénica y regula los canales de eflujo de auxinas (PIN-
FORMED (PIN)). La luz inhibe la acción eficiente de las auxinas en la iniciación de RAs 
(Kurata y Yamamoto, 1997) por lo que en muchas especies es frecuente incluir un periodo de 
oscuridad durante la fase de inducción (Heloir et al., 1996; Fett-Neto et al., 2001; Falasca et 
al., 2004; Naija et al., 2008; Lee et al., 2011; Hussein et al., 2012). En castaño también se 
demostró que la inducción del EA era promovida cuando, además del tratamiento auxínico, 
los explantos eran sometidos a condiciones de oscuridad durante 5 días (Sánchez et al., 
1997b). Este efecto positivo puede ser debido a un descenso del nivel de peroxidasas inducido 
por la oscuridad (Druart et al., 1982) y a un incremento de los niveles endógenos de auxinas. 
Ciertos compuestos fenólicos bloquean la oxidación de auxinas que se produce en 
condiciones de oscuridad y la fotooxidación en el cultivo in vitro (de Klerk et al., 1999). La 
aplicación exógena de auxinas puede contrarrestar el efecto inhibidor del EA generado por la 
exposición a la luz sugiriendo que la luz inhibe el enraizamiento al generar cambios en la 
actividad auxínica (Fett-Neto et al., 2001). Sin embargo, un periodo de oscuridad prolongado 
puede afectar negativamente a la calidad del brote, provocando necrosis y senescencia 
(Sánchez et al., 1997b; Naija et al., 2008). 
Sorin et al. (2005) observaron en mutantes con diferente respuesta rizogénica y distinta 
sensibilidad a la luz, una interacción entre la luz y el metabolismo de la auxina que controla el 
enraizamiento. Estos autores encontraron niveles bajos de AIA en los mutantes (ago1) 




mediado por la luz, el que regula directa o indirectamente la expresión de genes que controlan 
diferentes aspectos de la homeostasis de auxinas y el enraizamiento.  
En trabajos más recientes se están empleando otro tipo de lámparas, como las LEDs, para 
evaluar su efecto en el EA. La planta presenta diferentes tipos de fotorreceptores: 
criptocromos, fototropinas y fitocromos, que monitorizan regiones con diferentes longitudes 
de onda del espectro y con ello regulan el desarrollo de la planta. La luz y la presencia de 
estos fotorreceptores hacen que se modifique la eficiencia de los reguladores de crecimiento 
en los diferentes órganos y tejidos. Por ejemplo, en Morinda citrifolia la inducción es más 
eficiente bajo luz fluorescente, pero la luz roja permite el desarrollo de un mayor número de 
raíces y la combinación de luz azul y roja generó mayor producción de biomasa. Sin embargo, 
en la producción de metabolitos secundarios, la luz roja lejana fue la que produjo mayor 
cantidad de antraquinonas, compuestos fenólicos y flavonoides (Baque et al., 2010). En otros 
trabajos se ha evaluado el efecto de la intensidad lumínica, el tipo de luz y la longitud de onda 
en el enraizamiento. En Pinus pinea L. se vio que el incremento de la intensidad de luz en 
general no promovió el EA, sin embargo la luz blanca fría incrementó el porcentaje de 
enraizamiento en más del 30%, esto puede deberse a que estas lámparas emiten más luz 
dentro del espectro del amarillo y el verde (Ragonezi et al., 2010). Como ocurre con el resto 
de factores, cada especie puede presentar unos requerimiento de luz diferentes, por ejemplo en 
híbridos de Prunus avium L. x Prunus cerasus L. la aplicación combinada de luz azul y roja 
permitió desarrollar mayor número de raíces e incrementar la supervivencia durante la 
aclimatación a condiciones ex vitro. Por ello es importante tener en cuenta que el empleo de la 
iluminación adecuada puede influir cualitativa y cuantitativamente en el enraizamiento y con 
ello en la capacidad de aclimatación ex vitro de los cultivos (Iacona y Muleo, 2010).  
5.1.2. Nutrición Mineral. 
Los nutrientes minerales afectan al EA principalmente influyendo en el número de raíces 
desarrolladas y su tamaño. Parece ser que el calcio, la fuente de nitrógeno y el zinc afectan al 
número de raíces y el fósforo, el hierro, el manganeso y la fuente de nitrógeno a la longitud de 
las raíces (Geiss et al., 2009). El efecto de los nutrientes varía en función de la especie y las 
condiciones ambientales.  
Existen diversos medios de cultivo cuya composición se ha estandarizado y que se 
emplean con frecuencia en el cultivo in vitro de tejidos vegetales como son el medio 
Murashige y Skoog (MS; Murashige y Skoog, 1962), Gresshoff y Doy (GD; Gresshoff y Doy, 




McCown, 1980), Schenk y Hildebrandt (SH; Schenk y Hildebrandt, 1972), Gamborg B5 (B5; 
Gamborg et al., 1968), Linsmaier y Skoog (LS; Linsmaier y Skoog, 1965) Heller (Heller, 
1953) y Lepoivre (Quoirin y Lepoivre, 1977). En castaño se obtuvieron porcentajes de 
enraizamiento más altos y un mayor número de raíces en el medio MS que en el de Lepoivre, 
siendo las raíces más largas en el de Lepoivre (Viéitez y Viéitez, 1983). En la fase de EA es 
frecuente emplear la misma formulación que se emplea en la proliferación pero reduciendo la 
concentración de macronutrientes; LS½ para Malus sylvestris (Hutchinson, 1984) y MS½ 
para Malus domestica Borkh (Lane, 1979), sin embargo, para la proliferación de RAs en 
Boerhaavia diffusa L., el medio MS completo resultó ser más eficiente que cuando se redujo 
la concentración de macronutrientes. 
El nitrógeno inhibe la elongación de RLs (Bellini et al., 2014). En Malus la reducción de 
los macronutrientes del medio MS¼ mejoró el enraizamiento aunque la mejor respuesta 
rizogénica se obtuvo al mantener el contenido en KNO3 y eliminar el NH4NO3 
(Sriskandarajah et al., 1990) lo que demuestra que además del nitrógeno, la fuente de aporte 
de nitrógeno es fundamental. El óxido nítrico (NO) es un mensajero celular de muchos 
procesos de desarrollo de la planta (Li et al., 2009), actúa como mediador de la ruta de 
señalización auxínica que desencadena el EA, controla las divisiones celulares de las primeras 
etapas de la formación de los primordios de RLs y favorece la diferenciación de la raíz 
(Bellini et al., 2014). Además existe una dependencia del NO en las fases de iniciación y 
elongación del desarrollo de RAs (Yadav et al., 2010). Durante la maduración del individuo 
se reduce la formación de NO y con ella su capacidad rizogénica (Abu-Abied et al., 2012). 
Recientes estudios demostraron que existe una respuesta auxínica al contenido en nitrato en el 
suelo, ya que las proteínas transportadoras de nitrato además de participar en la percepción y 
traducción de la señal de nitrato actúan sobre el influjo de auxinas alterando la formación de 
RLs (Swarup y Péret, 2012).  
El calcio además de ser uno de los nutrientes básicos promueve el enraizamiento, por lo 
que el efecto de la adición de CaCl2 fue evaluada de forma independiente en el trabajo de 
Falasca et al. (2004). Se ha comprobado que juega un papel fundamental en el EA, después de 
la fase de inducción, en el proceso de elongación del primordio ya que participa en la división 
celular y además es determinante en la fase de emergencia (Bellamine et al., 1998). Se cree 
que actúa de forma conjunta a las auxinas ya que cuando hay un incremento de la 
concentración auxínica, aumenta el flujo de calcio a través de canales específicos y funciona 




Otros nutrientes pueden ejercer un efecto diferente en el enraizamiento en función de la 
especie como por ejemplo el fósforo, cuya deficiencia en el medio de cultivo reduce la 
densidad y elongación de RLs en el eucalipto y el olivo y por el contrario tiene un efecto 
estimulador en Arabidopsis y arroz (revisado en Bellini et al., 2014). También el monóxido 
de carbono y el boro pueden afectar al proceso regulando las auxinas (revisado en Xuan et 
al., 2008).  
5.1.3. Los azucares o carbohidratos 
Aunque en diversas especies se ha confirmado que la concentración de azucares puede 
afectar al EA, tanto la concentración óptima como la fuente de carbohidratos más idónea varía 
en cada una de ellas (Thompson y Thorpe, 1987). En general, la glucosa, sacarosa y fructosa 
estimulan el EA, mientras que la manosa y el sorbitol no participan en el desarrollo de las 
raíces (Takahashi et al., 2003). En manzano el sorbitol es el azúcar más eficiente, en 
Eurycoma longifolia la fructosa, galactosa y sorbitol no permiten el enraizamiento, sin 
embargo el empleo de glucosa durante la inducción aumenta el porcentaje de brotes 
enraizados y la sacarosa aumenta el número de raíces desarrolladas, preferentemente a 
concentraciones altas (50g/L) (Hussein et al., 2012). 
El efecto de los carbohidratos en el desarrollo del EA puede ser directo o indirecto. Para 
que exista una regulación directa debe existir una cascada de señalización específicamente 
inducida por los azucares, alterando la expresión génica. En el caso de la regulación indirecta, 
participan en la señalización hormonal de la planta activando la biosíntesis y el transporte de 
auxinas y etileno (Takahashi et al., 2003). 
El efecto del carbono en la respuesta rizogénica va estrechamente relacionado con el del 
nitrógeno y debe ser analizado de forma conjunta, ya que la formación de RAs se ve 
condicionada por el contenido inicial de ambos nutrientes (Geiss et al., 2009). Se ha 
comprobado que una elevada relación entre C/N inhibe la iniciación del EA (Bellini et al., 
2014). Además la glucosa puede actuar de forma similar a las hormonas en la regulación del 
crecimiento e interaccionar positivamente en la señalización auxínica durante la iniciación del 
EA (revisado en Hussein et al., 2012). 
A pesar de que los azucares son esenciales para la actividad celular, niveles altos pueden 
inhibir el crecimiento y desarrollo de la planta. En concreto en el desarrollo de la raíz, el gen 
SCR (SCARECROW) puede mitigar el efecto del exceso de glucosa en el meristemo apical 
reprimiendo la expresión de los genes ABI4 y ABI5 (insensibles a ABA, ácido abscísico) (Cui 




5.1.4. La temperatura  
Aunque sí que se ha evaluado el efecto de la temperatura en el proceso de EA no parece 
ser uno de los factores más determinantes. La temperatura puede afectar al metabolismo en 
general y promover o inhibir la actividad enzimática necesaria para que tengan lugar procesos 
de desarrollo pero no participar específicamente en el EA. Además, la temperatura afecta al 
estado fisiológico de la planta lo que sí es determinante para su capacidad rizogénica. La 
principal relación de la temperatura con el enraizamiento se correlaciona con que en los 
periodos de frío, descienden los niveles de carbohidratos modificando la relación N/C y 
permitiendo incrementar el enraizamiento. Además la temperatura puede modular el 
contenido, metabolismo y transporte de auxinas que condicionan el enraizamiento (Geiss et 
al., 2009).  
Aun así algunos trabajos evalúan la temperatura para lograr establecer las condiciones 
óptimas de EA, como en el trabajo de Correa et al. (2012) llevado a cabo en hojas aisladas de 
Arabidopsis. Estos autores demostraron que la temperatura de 20ºC era óptima para inducir el 
enraizamiento, ya que al incrementar la temperatura se inhibía el proceso y temperaturas más 
bajas reducían el número de raíces, su longitud y retrasaban su emergencia. 
Se han descrito mutantes de Arabidopsis thaliana sensibles a la temperatura que 
presentan alteraciones en las diferentes etapas de la formación de RAs. Los mutantes rid son 
deficientes en la etapa de iniciación del proceso, en el mutante rpd se bloquea el desarrollo del 
primordio radicular y los mutantes rgd presentan deficiencias en el crecimiento de las raíces. 
En estos mutantes se ha observado que las células son incapaces de adquirir competencia en 
la desdiferenciación o continuar el ciclo celular para dividirse, en otros casos es una 
incapacidad de continuar con la proliferación celular, muestran anomalías en el meristemo 
apical radicular o presenta requerimientos de auxinas mayores (Konishi y Sugiyama, 2003).  
5.2. FACTORES ENDÓGENOS 
5.2.1. Control hormonal  
Las hormonas vegetales son los principales factores endógenos que participan en la 
integración de estímulos ambientales y la regulación del desarrollo de la planta. Las rutas de 
señalización hormonal son las encargadas de la percepción y la traducción de la señal en la 
planta (Benková y Hejátko, 2009). Los distintos procesos de desarrollo, entre ellos el proceso 
de EA requieren un estricto control del balance hormonal. En general las auxinas y el etileno 




formación de RAs  (Pop et al., 2011). Tanto las auxinas como las citoquininas regulan el ciclo 
celular y la división, por ello en cultivo in vitro las auxinas en general se emplean para la 
inducción de raíces y las citoquininas para el desarrollo del brote (Woodward y Bartel, 2005). 
En concreto, las auxinas son uno de los factores fundamentales en la inducción del proceso de 
EA, aunque debemos tener en cuenta que las rutas de señalización auxínica se ven afectadas 
por las rutas de señalización de otras hormonas. Existe una compleja interacción entre todas 
las hormonas regulando genes asociados con la biosíntesis, el transporte, el catabolismo y las 
vías de señalización de otras fitohormonas.  
La inducción directa de procesos organogénicos viene determinada por la aplicación 
exógena de reguladores de crecimiento y su interacción con las fitohormonas endógenas (de 
Almeida et al., 2012). Estos reguladores de crecimiento también afectan a los niveles de 
metilación del ADN y de este modo regulan la cascada transcripcional requerida para el 
correcto desarrollo de la planta (revisado en Valledor et al., 2007). Cuando se induce el EA 
mediante la sección de un brote se produce una rápida disminución en la concentración de 
citoquininas, acompañada de la acumulación de auxinas y la biosíntesis de etileno en la región 
basal, lo que desencadena el proceso de enraizamiento (Geiss et al., 2009). 
5.2.1.1. Auxinas  
Las auxinas son las hormonas de la planta que participan en el establecimiento del patrón 
de desarrollo durante la formación de diversos órganos como el embrión, la raíz, las RLs, las 
hojas, las flores y los frutos. También intervienen en el crecimiento y desarrollo de tejidos, en 
la elongación del tallo, en el desarrollo del tejido vascular y la caliptra, en el mantenimiento 
de la dominancia apical, en la diferenciación del meristemo apical de la raíz y en la respuesta 
a estímulos como el gravitropismo, el fototropismo y la respuesta a estreses (Srivastava, 2002; 
Woodward y Bartel, 2005; Teale et al., 2006; Konieczny et al., 2009). Además a nivel celular 
participan en la división, elongación y diferenciación (Swarup y Péret, 2012). La aplicación 
de auxinas modifica la expresión de cientos de genes en toda la planta, esta respuesta génica 
es diferente a lo largo del brote en función del tipo de tejido de manera que de forma 
simultánea desencadena diversas rutas de señalización y varios procesos de desarrollo como 
por ejemplo estimular la elongación del hipocótilo, suprimir el crecimiento radicular e inducir 
la iniciación de RLs (Paponov et al., 2008). 
El AIA es la auxina más abundante en los tejidos de la planta, aunque también es 
frecuente el ácido 3-indolbutírico (AIB). En cultivo in vitro se observó que la aplicación de 




indiferenciados (Skoog y Miller, 1957), o a partir de las células del cambium del tejido 
vascular del brote. La aplicación de estas hormonas genera proliferación celular, dando lugar 
a la formación de callos indiferenciados y en condiciones óptimas a la inducción de procesos 
organogénicos y al desarrollo de primordios (Casimiro et al., 2001; Doerner, 2000; Berleth y 
Sachs, 2001). Para llevar a cabo la inducción de RAs se pueden emplear además de estas 
auxinas naturales (AIA y AIB), otras auxinas sintéticas como el ácido naftalenacético (ANA) 
y el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) frecuentemente empleadas en cultivo in vitro. Por 
ejemplo en Pinus tadea la aplicación de ANA es más eficiente que la de AIA (Díaz-Sala et 
al., 1996). Para llevar a cabo el enraizamiento de brotes axilares en castaño se seleccionó la 
aplicación de AIB, empleando un tratamiento con 15 μM durante 12 días, frente al 
tratamiento con ANA (Viéitez y Viéitez, 1983). Resultados similares fueron obtenidos en 
otras especies como Prunus y Eucalyptus (Fogaça y Fett-Neto, 2005; Štefančič et al., 2005), 
mientras que en Cornus mas y Symonanthus bancroftii el ANA proporcionó mejores 
resultados que la aplicación de AIB (Ďurkovič y Bukovská 2009; Panaia et al., 2000). El 
efecto de la aplicación de un tratamiento auxínico está determinado por el tipo de auxina, la 
concentración, el tiempo de exposición y el estado de desarrollo del tejido entre otros factores 
(Ludwig-Müller et al., 2005). Existen multitud de trabajos que evalúan todo tipo de 
tratamientos auxínicos con la finalidad de establecer los protocolos óptimos de EA para cada 
material vegetal. Incluso en especies que no requieren la aplicación exógena de auxinas para 
desencadenar el proceso de EA, estas pueden ser aplicadas en dosis adecuadas, para mejorar 
la respuesta rizogénica, incrementar el número de raíces desarrolladas, y sobre todo porque 
son el factor determinante del porcentaje y el tiempo medio de EA (Geiss et al., 2009; 
Mauriat et al., 2014). Teniendo en cuenta que altas concentraciones de auxinas estimulan la 
diferenciación celular y la formación de RLs (Woodward y Bartel, 2005; Li et al., 2009) y 
que un tratamiento excesivo puede inhibir el proceso de inducción y la elongación, se suelen 
emplear protocolos en los que tras la inducción auxínica, estas son retiradas para que se 
desarrollen las raíces (Naija et al., 2008). Los dos tipos de tratamientos más frecuentes 
consisten en: la aplicación prolongada de bajas concentraciones de auxinas o la aplicación de 
un pulso corto (entre unos segundos y pocos minutos) con soluciones con una concentración 
elevada. En castaño y dependiendo del genotipo, la inducción puede llevarse a cabo 
empleando AIB a altas concentraciones (4,9 mM) aplicadas periodos cortos de tiempo (20-
180s) mediante la inmersión basal del brote o “dipping”, concentraciones bajas durante 




aplicación de AIB 125 μM durante 24 horas (Viéitez y Viéitez, 1983; Viéitez et al., 1989, 
2007).  
El AIB suele actuar como precursor de AIA ya que mediante β-oxidación de ácidos 
grasos en el peroxisoma se convierte en AIA (Baque et al., 2010; Pop et al., 2011), aunque 
también desempeña diversas funciones sin necesidad de ser transformado o modula la 
actividad de AIA (Woodward y Bartel, 2005; Ludwig-Müller et al., 2005). A pesar de ello, en 
muchas especies forestales suele emplearse el AIB, por ser más efectivo que el AIA (Chhun et 
al., 2004), esto se debe a que es más activo a bajas concentraciones, su metabolismo es 
diferente y lo convierte en moléculas más estables ante el estrés oxidativo en los tejidos de la 
planta (Nordström et al., 1991). Además, ambos compuestos emplean vías de transporte 
diferentes y en las raíces existe un transporte mucho mayor de AIB (Rashotte et al., 2003).  
Se han identificado compuestos derivados de la urea que actúan como adyuvantes de las 
auxinas (Ricci et al., 2008; Brunoni et al., 2014). Estos autores demostraron que estos 
compuestos promueven el enraizamiento en Arabidopsis, manzano y pino. Se cree que 
aumentan la concentración de auxinas afectando a su influjo o su transporte en general, 
también participan en la localización específica de las auxinas generando puntos máximos de 
concentración en zonas específicas donde se promueve la proliferación celular y la 
organización del primordio radicular y aumentan la sensibilidad celular a la presencia de 
auxinas, aunque no modifican su competencia para la formación de raíces. Además el efecto 
positivo de estos compuestos en el EA se correlaciona con niveles altos de transcriptos de 
genes inducibles por auxina e involucrados en el proceso, como el PrSCL1. Otros compuestos 
que pueden actuar como adyuvantes son moléculas de señalización bacteriana como N-
acilhomoserinalactonas. Las plantas son capaces de percibir estas señales y cambiar el patrón 
de expresión génica afectando al crecimiento y desarrollo de la raíz, incrementando la 
producción de peróxido de hidrogeno, óxido nítrico y el transporte basipétalo de auxinas para 
incrementar la formación de RAs (Bai et al., 2012). 
En el control de las vías de señalización auxínica se puede actuar a cuatro niveles 
diferentes: en las rutas de biosíntesis, regulando la actividad y el catabolismo mediante la 
conjugación de auxinas, en las vías de transporte y finalmente en la transducción de la señal 
(Rozov et al., 2013).  
 Conjugación y metabolismo de auxinas 
El porcentaje de AIA libre en las células suele ser muy bajo, lo normal es que aparezca 




regula la homeostasis y su actividad en los tejidos. En este proceso de conjugación participan 
principalmente dos familias de proteínas; las uridinadifosfato (UDP) -Glicosiltransferasas 
(UGT) que catalizan la unión de azucares mediante enlaces glucosílicos, y las Gretchen 
Hagen 3 (GH3), que catalizan la conjugación de auxinas con diversos aminoácidos (Westfall 
et al., 2010). En monocotiledóneas es más frecuente la glicosilación de auxinas y en 
dicotiledóneas suelen actuar las proteínas GH3, formando conjugados a péptidos o 
aminoácidos (Rozov et al., 2013). Estos conjugados participan en el almacenamiento, 
transporte, compartimentación, detoxificación del exceso de AIA y en la protección contra la 
degradación peroxidativa. En Arabidopsis la UGT84B1 participa en la conjugación de AIA y 
UGT74E2 en la conjugación de AIB (Tognetti et al., 2010; Ludwig-Müller, 2011). Otros 
genes involucrados en la glicosilación de auxinas que pueden regular el balance entre AIB y 
AIA son el UGT74E2, el UGT75B1 y el UGT75B2 (revisado en Schnaubelt et al., 2015). Las 
enzimas GH3, se clasifican en tres grupos en función del sustrato específico que emplean, 
entre ellas las del grupo II se caracterizan por ser inducibles por auxinas y catalizar la síntesis 
de conjugados de AIA a diversos aminoácidos: AIA-Leu, AIA-Ala y AIA-Phe parece que 
actúan como sustitutos del AIA libre y pueden ser hidrolizados a AIA libre (Staswick et al., 
2005). Del mismo modo que el AIA libre, estos conjugados son capaces de inhibir la 
elongación de las raíces de Arabidopsis. Los conjugados de AIA-Asp y AIA-Glu no muestran 
actividad auxínica, actúan como precursores de las vías de catabolismo y AIA-Trp es un 
inhibidor de la actividad enzimática e inhibidor del crecimiento (Woodward y Bartel, 2005; 
Zhang et al., 2007; Ludwig-Müller, 2011).  
Las peroxidasas son enzimas con acción catalítica de diversos compuestos orgánicos 
incluido el AIA (Correa et al., 2012). La actividad peroxidasa y los compuestos fenólicos 
pueden jugar un papel importante en el catabolismo de auxinas en las primeras etapas de 
inducción del EA (da Costa et al., 2013). Frecuentemente, durante la iniciación del EA, baja 
la concentración de auxinas y compuestos fenólicos y se incrementa la actividad peroxidasa. 
 El transporte polar de auxinas 
La distribución apropiada de auxinas es necesaria en diversos procesos de desarrollo 
como la embriogénesis, la floración, el desarrollo de RLs, el desarrollo del sistema vascular, 
la elongación de la raíz y la respuesta al gravitropismo (Reed et al., 1998). El AIA es 
sintetizado mayoritariamente en el ápice del brote aunque también en el ápice radicular y 
otras zonas con carácter meristemático del organismo (Ljung et al., 2005), pero no se acumula 
allí sino que se transporta y ejerce su acción en otros puntos de la planta. Existe un transporte 




tenga lugar el desarrollo normal de la planta es necesario el establecimiento de un gradiente 
de auxinas que se genera gracias al transporte polar de auxinas (TPA) con gasto de energía. El 
TPA puede ir en dos direcciones (Reed et al., 1998; Woodward y Bartel, 2005): 
- Basipétalo: En los brotes las auxinas son sintetizadas en el ápice caulinar y las hojas 
jóvenes y son transportadas hacia la raíz. En la raíz, a través de las células del córtex 
y la epidermis son transportadas desde el ápice a la zona de elongación, este 
transporte es necesario tanto para el crecimiento como para el gravitropismo de la 
raíz y en la iniciación de RLs (Casimiro et al., 2001).  
- Acropétalo: En la raíz las auxinas son transportadas a través del cilindro vascular y 
el protofloema hacia el ápice radicular, este transporte es necesario para la 
emergencia y desarrollo de nuevas RLs (Casimiro et al., 2001). 
El TPA en ambas direcciones a través de dos flujos completamente separados 
espacialmente en la raíz es fundamental para la estructuración del meristemo radicular. En él 
participan una serie de proteínas transportadoras que se distribuyen en la célula y los tejidos 
para modular la acumulación hormonal (Delker et al., 2008). Para que se establezca el 
gradiente de auxinas tras su aplicación se induce la expresión de estas proteínas 
transportadoras tanto de influjo como eflujo (Paponov et al., 2008). Las proteínas AUXIN 
RESISTANT 1 (AUX1) y Like-AUX (LAX) son permeasas encargadas de introducir la 
hormona en la célula por lo que se localiza de forma polarizada recibiendo el flujo de llegada 
de auxina (Blakeslee et al., 2005). Las proteínas PIN y “ATP-BINDING CASSETTE TYPE 
B / P-GLYCOPROTEIN / MULTIDRUG RESISTANT (ABCB/PGP/MDR) se distribuyen de 
forma asimétrica en la célula para determinar la dirección del flujo de salida de la hormona 
(Blakeslee et al., 2005; Vieten et al., 2007; Konieczny et al., 2009). Estas proteínas actúan de 
forma conjunta y aunque las proteínas PIN se consideran los principales transportadores del 
eflujo, su distribución y estabilidad se ve afectada por la formación de complejos con 
ABCB/PGP/MDR (Zaz̆ímalová et al., 2010). Sin embargo existen excepciones como el 
transportador PGP4 que además parece participar en el influjo, redireccionando las auxinas en 
el ápice de la raíz (Swarup y Péret, 2012). La distribución de estos transportadores es de gran 
relevancia ya que la auxina puede entrar en la célula por difusión simple, a favor de un 
gradiente de pH, pero no es capaz de salir, por lo que son estas proteínas transportadoras las 
que determinan la distribución, el establecimiento del gradiente hormonal en los tejidos y 
generan puntos de concentración máximos lo que marca el lugar donde se formará un nuevo 
órgano (Benková et al., 2003; Woodward y Bartel, 2005). La formación de puntos máximos 




en el patrón de expresión génica y desencadenando el programa de formación del nuevo 
órgano, como ocurre en la formación de RAs y RLs. En la formación de RLs este incremento 
de la concentración no se debe a la inhibición de las proteínas PIN sino a un cambio dinámico 
de la ubicación polar de la proteína PIN1 en la membrana plasmática. Cualquier alteración de 
estas proteínas transportadoras ocasiona defectos en la arquitectura del brote y las raíces 
(Zheng et al., 2011). 
Existen diversos trabajos en los que se evaluó el papel de algunas proteínas concretas de 
estas familias en el crecimiento y desarrollo de la raíz. Por ejemplo AUX1 juega un papel 
importante en la respuesta gravitrópica de la raíz. La actuación conjunta de AUX1 y LAX3 
está implicada en el desarrollo de RLs generando puntos máximos de auxinas en las células 
del periciclo que van a iniciar el desarrollo del primordio (Swarup y Péret, 2012); además 
LAX3 participa en la emergencia de las RLs (Swarup et al., 2008; Swarup y Péret, 2012). En 
la formación de RAs, LAX1 interviene en la generación de los puntos máximos de auxinas y 
LAX3 es requerido para definir y mantener el máximo de auxinas del ápice de la raíz y en el 
control de los niveles de auxinas/citoquininas durante el desarrollo de las RAs (Della Rovere 
et al., 2015). 
Las proteínas transportadoras PIN son específicas de plantas y muy diferentes a otras 
proteínas transportadoras de otros grupos de organismos. Cada miembro de la familia PIN 
presenta un patrón de expresión específico asociado a ciertos tejidos y puede estar implicado 
en diversos procesos (Blakeslee et al., 2005; Swarup y Péret, 2012). La distribución 
específica de las proteínas PIN genera los gradientes de auxinas en puntos concretos para la 
formación de nuevos meristemos u órganos. De este modo PIN1 es esencial para el transporte 
basipétalo en el brote y acropétalo de la raíz a través del parénquima xilemático. PIN1 y PIN7 
participan en el transporte basipétalo durante el desarrollo del embrión, PIN1 y PIN2 en el 
flujo polar que dirige la organogénesis (Benková et al., 2003) y PIN2 en el flujo basipétalo de 
la raíz desde el meristemo (Chen et al., 2012). Además, podemos asociar cada proteína de la 
familia PIN con un tejido concreto: PIN1 en el tejido vascular maduro, PIN2 en la epidermis 
de la raíz y PIN3 en la reorientación lateral de las auxinas en el ápice de la raíz en respuesta al 
gravitropismo (revisado en Zaz̆ímalová et al., 2010). Las proteínas PIN pueden reorganizarse 
rápidamente y cambiar su distribución celular para responder a estímulos ambientales. 
Además existen proteínas PIN localizadas en las endomembranas celulares, como PIN5 
presente en el retículo endoplasmático, por lo que también regulan la homeostasis celular de 




A lo largo del desarrollo de las RAs y RLs va cambiando la actividad de las proteínas 
transportadoras de forma coordinada, y por todo esto, la alteración del transporte afecta a la 
iniciación y elongación de la raíz, la formación de RLs y la respuesta gravitrópica (Geldner et 
al., 2004). Además son muchos los factores endógenos y exógenos que regulan el TPA y las 
proteínas transportadoras implicadas. Entre ellos los flavonoides alteran la expresión de 
proteínas PIN en respuesta a herbivoría o estrés oxidativo (Woodward y Bartel, 2005; 
Zaz̆ímalová et al., 2010).  
Estudios recientes parecen indicar que las vías de transporte del AIA, AIB y 2,4D son 
diferentes (Bellini et al., 2014). Por ejemplo AUX1, PIN2, PIN7, ABCB1 y ABCB19 
participan en el transporte de AIA pero no de AIB (Strader y Bartel, 2009). Las proteínas 
PDR (pleiotropic drug resistances) son proteínas transportadoras de membrana que forman 
complejos con las proteínas PEN3 (Penetration3) y ABCG36 (ATP-Binding Cassette Type G 
36) para responder a infecciones de patógenos, transportar cadmio y a través de mutantes 
pdr8 se ha observado que dirigen el eflujo de AIB contribuyendo a la homeostasis de auxinas 
(Strader y Bartel, 2009). 
 Inhibición del transporte auxínico 
Existen varios compuestos sintéticos y de origen natural que inhiben el TPA. El grupo 
más estudiado son las fitotropinas, que inhiben la respuesta al gravitropismo, el fototropismo 
y el transporte de auxinas. El ácido N-1-naftil-ptalámico (NPA) es la fitotropina más 
empleada en los estudios de señalización auxínica, a pesar de que existen otros compuestos 
sintéticos más activos (Luschnig, 2001). Los inhibidores del transporte de auxinas pueden 
actuar sobre los canales de influjo como el ácido naftoxiacético y el ácido 3-cloro-4-
hidroxifenilacético (Blakeslee et al., 2005) o sobre los canales de eflujo como el NPA o el 
ácido triiodo-benzoico (TIBA) (Konieczny et al., 2009). El uso de inhibidores del transporte 
auxínico ha ayudado a demostrar que dicho transporte es crucial para la formación de RLs 
(Reed et al., 1998) y RAs (Sukumar et al., 2013). 
El TIBA inhibe el eflujo de auxinas actuando sobre las proteínas PIN1 (Woodward y 
Bartel, 2005). Este compuesto es un como inhibidor competitivo del transporte de auxinas y 
suprime la actividad del AIA actuando de forma antagonista (Paponov et al., 2008; 
Konieczny et al., 2009; Swarup y Péret, 2012). Sin embargo, el NPA genera la 
deslocalización de las proteínas PIN1, debido a las proteínas de unión a NPA (NBP) que 
actúan sobre el citoesqueleto (Muday y DeLong, 2001) y las proteínas MDR/PGP con las que 
presenta alta afinidad (Kerr y Bennett, 2007). Se ha caracterizado un mutante resistente a la 




gracias a la reducción de la actividad de la proteína fosfatasa 2A (Rashotte et al., 2001). Por 
todo esto se ha comprobado que el NPA provoca la inhibición y/o el retraso del enraizamiento 
y la reducción en el número y densidad de RLs y RAs (Konieczny et al., 2009) lo que 
confirma la implicación del TPA en estos procesos. El bloqueo del eflujo de auxinas, tanto del 
transporte basipétalo como acropétalo de la raíz, generado por el NPA, evita la formación de 
máximos de auxinas, bloqueando el desarrollo de las primeras divisiones periclinares que 
marcan el comienzo de la formación de las RLs (Casimiro et al., 2001).  
Muchos de los mutantes que presentan alteraciones en la respuesta auxínica también 
muestran modificaciones de otras rutas de señalización hormonales y en la respuesta a 
diversos estímulos como a la luz o el gravitropismo (Rashotte et al., 2000; Teale et al., 2006). 
Un efecto similar se observa con la aplicación de inhibidores del TPA, sin embargo el NPA 
no afectó a la concentración de citoquininas, por lo que su efecto inhibidor en el 
enraizamiento no se genera por la acumulación de citoquininas (Koukourikou-Petridou y 
Bangerth, 1997). 
El TPA puede llevarse a cabo también por proteínas transportadores de otras moléculas 
como transportadores de nitrato; u otros compuestos pueden competir por las rutas de 
transporte auxínicas como el malato que emplea las proteínas ABCB14 (Zaz̆ímalová et al., 
2010).  
 Control a nivel transcripcional de la señalización auxínica.  
Para que se traduzca la señal auxínica a las células diana es necesaria la presencia de 
proteínas receptoras. Se han descrito dos tipos de receptores de auxinas; los receptores TIR 
(Transport Inhibitor Response) y las proteínas ABP1 (Auxin-Binding Protein1) (da Costa et 
al., 2013). 
Las ABP1 localizadas en la membrana plasmática, son el primer sensor de concentración 
de auxina extracelular que regula su transporte, constituyen la vía de comunicación entre 
estímulos extracelulares y el citosol. Su unión a auxinas inhibe la endocitosis de las proteínas 
PIN, por lo que las ABP1s regulan el transporte de auxinas en la planta. Muchos trabajos la 
han descrito como un receptor de auxina que regula su respuesta, pero no 
transcripcionalmente sino induciendo cambios rápidos en la membrana celular y el citosol 
(Robert et al., 2010; Scherer, 2011; Shi y Yang, 2011), sin embargo sí se han observado 
alteraciones transcripcionales de genes de respuesta a auxinas en mutantes de este gen 
(Grones y Friml, 2015). Con bajas concentraciones de auxinas, ABP1 reduce el eflujo de 




auxinas es elevada ABP1 inhibe la endocitosis y estimula el eflujo (Nagawa et al., 2012; 
Čovanová et al., 2013). En presencia de auxina, las proteínas ABP1 interactúan con 
receptores tipo quinasa (RLK), los cuales traducen la señal auxínica al interior de la célula 
mediante fosforilación (Dai et al., 2013; Xu et al., 2014). ABP1 está involucrada en la 
respuesta temprana de crecimiento celular y es fundamental en el control del ciclo celular, ya 
que sin ella se altera la orientación de los planos de división (Tromas et al., 2010). La total 
pérdida de actividad de ABP1 en mutantes de Arabidopsis thaliana confiere letalidad a los 
embriones, lo que refleja que es esencial para el desarrollo de la planta (Teale et al., 2006). 
Intracelularmente la auxina se une a receptores TIR1/AFBs (transport inhibitor response 
1/Auxin signalling F-Box proteins) y actúan en el núcleo induciendo la degradación de 
proteínas Aux/AIA (Auxina/ácido indolacético) impidiendo que se unan a las ARF y 
permitiendo que se active la señalización auxínica (Mockaitis y Estelle, 2008; Ludwig-
Müller, 2011; Rozov et al., 2013). Las ARF son factores de transcripción que inician la 
cascada de señalización auxínica promoviendo la transcripción de genes de respuesta a 
auxinas como los GH3. Estas proteínas son los verdaderos reguladores de la señalización 
auxínica a nivel transcripcional. En Arabidopsis se han descrito 6 miembros de esta familia 
génica (TIR1, AFB1, AFB2, AFB3, AFB4 y AFB5); todos ellos se unen a las auxinas y a las 
Aux/AIA con diferente afinidad (Rahman et al., 2007; Mockaitis y Estelle, 2008). Los 
complejos TIR1-AIA provocan la poliubiquitinación de las proteínas Aux/AIA lo que genera 
su catabolismo (Quint y Gray, 2006). El patrón de expresión de las TIR/AFB no se ve 
afectado por la concentración de auxinas. Además ciertas proteínas TIR, como TIR3 están 
implicadas en el transporte de auxinas y se pueden unir a inhibidores del transporte activo de 
auxinas, como al NPA, se cree que TIR3 codifica para las proteínas NBP regulando la 
distribución de las proteínas PIN (Muday y Murphy, 2002; Blakeslee et al., 2005). Estas 
proteínas también intervienen en la integración y el control de las diferentes vías de 
señalización hormonal. Mutantes deficientes en proteínas TIR, presentan alteraciones en la 
transmisión de la señal auxínica lo que se manifiesta en cambios en la elongación del 
hipicótilo (revisado en Rozov et al., 2013) y en una pérdida de la capacidad de formación de 
RLs (Ruegger et al., 1998). Además, muestran cambios de sensibilidad a otras hormonas 
como citoquininas, ABA o etileno (revisado en Benková y Hejátko, 2009), mientras que las 
proteínas F-Box están involucradas en la respuesta del ácido jasmónico y de las giberelinas 
(Teale et al., 2006).  
Durante el enraizamiento se ha observado que el gen TIR1 se expresa en las etapas 




del periciclo (Casson y Lindsey, 2003). En E. grandis el incremento de la expresión de TIR1 y 
ABP1 en plantas control durante la fase de inducción del EA, puede indicar una percepción 
activa de los niveles de auxina endógena para promover la transcripción de genes de respuesta 
a auxinas y de pared celular, modificaciones necesarias para que se desarrolle el 
enraizamiento (de Almeida et al., 2015). 
5.2.1.2. Citoquininas 
Las citoquininas regulan el crecimiento y desarrollo de la planta participando en el 
control del ciclo celular, el desarrollo vascular, la diferenciación de los cloroplastos, la 
dominancia apical y la senescencia siempre mediante su interacción con otros factores como 
la luz, el etileno y las auxinas (Rashotte et al., 2005). La relación de citoquininas:auxinas 
determina el proceso organogénico que se desencadena en el cultivo in vitro de tejidos 
vegetales ya sea a partir de diferentes órganos o callos indiferenciados (Skoog, 1944). Esto se 
debe a que esta relación controla muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de la planta: 
división, diferenciación y elongación celular, la determinación de los planos de división, la 
polaridad celular y la determinación de la morfología de órganos y tejidos (Zheng et al., 
2011), incluyendo el desarrollo de raíces y brotes (Paponov et al., 2008; Bishopp et al., 2011). 
En el desarrollo de la raíz regulan su morfogénesis controlando el meristemo radicular y el 
crecimiento de la raíz. Durante el proceso de enraizamiento, al igual que ocurría con las 
auxinas, se modifica su concentración, descendiendo durante la inducción y activación y 
aumentando durante el desarrollo y la emergencia (Kevers et al., 1997; Rasmussen et al., 
2015). Aunque en la fase de inducción de RLs y RAs las citoquininas tienen un claro efecto 
inhibidor, en algunos casos la aplicación de bajas concentraciones puede mejorar la respuesta 
auxínica en el EA (Van Staden y Harty, 1988) participando positivamente en otras etapas del 
desarrollo radicular, promoviendo su elongación (E et al., 2012). Para la proliferación de 
raíces, la producción de biomasa radicular y de metabolitos secundarios en las raíces, es 
frecuente incluir citoquininas en el medio de cultivo tras la fase de inducción (Lee et al., 
2011). Existe una relación inversa entre el contenido en citoquininas y la capacidad rizogénica 
en diversos clones de castaño (Vidal et al., 1994), así como en otras especies como el sauce 
(Grönroos et al., 1989) y chopo (Okoro y Grace, 1978).  
Para que tenga lugar la inducción del EA es importante que exista un alto ratio 
AIA/citoquininas (Vidal et al., 1994). A través del balance entre auxinas y citoquininas la 
planta regula importantes aspectos del desarrollo de la raíz, la especificación del nicho de 
células madre de la raíz durante la embriogénesis y el establecimiento y mantenimiento del 




están controladas por las citoquininas y viceversa (Konieczny et al., 2009). Un incremento en 
la concentración de auxinas reduce la síntesis de citoquininas y contribuye a su degradación 
(Nordström et al., 2004). Las citoquininas activan ciertos factores de transcripción que 
inhiben las rutas de señalización auxínica y regulan el TPA y el establecimiento del gradiente 
local de auxinas, mediante la regulación de la expresión de las proteínas PIN (Benková y 
Hejátko, 2009). Son las proteínas “auxin up-regulated F-box” (AUF), que inhiben la 
sensibilidad y la expresión de genes de la ruta de señalización de la citoquininas y controlan la 
expresión de diversas proteínas de la familia PIN (Zheng et al., 2011). Además, estos autores 
describieron el mutante auf1, el cual no está afectado por la aplicación exógena de auxinas y 
sin embargo mostró alteraciones tras la aplicación de NPA y TIBA, potenciando su efecto en 
la reducción del transporte acropétalo y basipétalo de auxinas en la raíz. Las auxinas inducen 
la expresión rápida y transitoria de las proteínas AUF1 que a su vez afectan a la abundancia 
y/o actividad de otros reguladores, positivos o negativos, asociados con la señalización de las 
citoquininas, incluidos los efectores del TPA mediados por etileno. 
La zeatina ribosa, presente en el xilema, es una de los principales supresores de la 
formación de RAs (Kuroha y Satoh, 2007). Su efecto inhibidor tiene lugar mediante el control 
de la expresión de ciertos genes de la ruta de señalización hormonal auxínica, por ejemplo 
inhibe la expresión de ciertas proteínas PIN en la raíz limitando la formación de puntos 
máximos de auxinas y con ello la inducción de la división celular (Zheng et al., 2011). La 
kinetina también inhibe la respuesta rizogénica aumentando la producción de etileno, el cual 
actúa sobre el TPA. A nivel transcripcional también las citoquininas inhiben factores de 
transcripción inducibles por auxinas. 
5.2.1.3. Giberelinas 
Las giberelinas son hormonas de plantas que regulan su crecimiento y desarrollo en 
respuesta a las variaciones ambientales (Olszewski et al., 2002). Participan en diferentes 
procesos, como la germinación de las semillas, la elongación del tallo, la expansión de las 
hojas, el desarrollo de los tricomas, la maduración del polen y la inducción de la floración 
(Davière y Achard, 2013). En general se asocian con el crecimiento secundario del brote, 
sobre todo promueven el crecimiento en longitud de los brotes, participan en la dominancia 
apical e inhibe el proceso de enraizamiento. La aplicación exógena de ácido giberélico (AG) 
promueve el crecimiento en altura de los brotes, mientras que dicho crecimiento se reprime 
mediante la inhibición de su biosíntesis (revisado en Farquharson, 2010). Se han identificado 
una gran variedad de giberelinas en la naturaleza pero la mayoría de ellas no son bioactivas, 




Se han atribuido diversos papeles a las giberelinas en el desarrollo radicular, su función 
se ha asociado con la elongación de la raíz primaria, la expansión celular de la zona de 
elongación y la organización del centro de desarrollo de la raíz (Ubeda-Tomás et al., 2008). 
El efecto de las giberelinas puede variar a lo largo de las diferentes etapas de enraizamiento, 
se cree que inhibiendo la inducción y promoviendo el desarrollo de raíces. Se ha observado 
que las giberelinas inhiben el número de RLs y el crecimiento de la raíz además de inhibir el 
EA en Populus (Busov et al., 2006). El análisis de diversos mutantes deficientes en 
giberelinas, han puesto de manifiesto la implicación del mismo en el crecimiento radicular. Su 
efecto está muy asociado a tejidos concretos, como la endodermis que es el primer tejido que 
responde a las giberelinas (Ubeda-Tomás et al., 2008), y es a través de la regulación del 
crecimiento de la endodermis que se limita la elongación del resto de tejidos y de la raíz. 
Aunque principalmente se ha estudiado el gradiente de auxinas en el crecimiento de la planta, 
este también viene determinado por la distribución no uniforme de otras hormonas como las 
giberelinas (revisado en Band et al., 2012). La compleja dinámica que regula la distribución 
de giberelinas, dirige diversos procesos de desarrollo como la germinación, el desarrollo de 
los órganos florales entre otros, la determinación de la forma y el tamaño de las hojas, la 
expansión del xilema y el crecimiento de tallos y raíces (revisado en Band et al., 2012; 
Middleton et al., 2012). Band et al. (2012) propusieron un modelo matemático que explica el 
crecimiento radicular a través de la creación de un gradiente en la concentración de 
giberelinas, lo que delimita la concentración de proteínas DELLA (GAI, Giberellin-Acid 
Insensitive y RGA, Repressor of Giberellin) que reducen la elongación celular, lo que explica 
la reducción del crecimiento que se exhibe en la zona de elongación. Las giberelinas regulan 
la división y elongación celular mediante la desestabilización de las proteínas DELLA, 
factores de transcripción de la familia GRAS, que actúan como inhibidores del crecimiento, 
ya que bloquean la capacidad de unión de muchos factores de transcripción al ADN (Davière 
y Achard, 2013). Las giberelinas se unen a las proteínas receptoras GID (Gibberellin 
Insensitive Dwarf), este complejo produce la poliubiquitinación de las proteínas DELLA 
induciendo su degradación en el proteosoma 26S (Richards et al., 2001; Benková y Hejátko, 
2009; Band et al., 2012; Middleton et al., 2012). 
Existe una importante interacción entre las giberelinas y el resto de hormonas. El análisis 
transcriptómico realizado en raíces de dos líneas transgénicas de chopo, una deficiente y otra 
insensible a las giberelinas, reveló que la mayoría de los genes en los que se alteraba su 
expresión eran los de respuesta a estímulos hormonales, lo que sugiere una importante 




análisis se detectó la inducción de genes implicados en la proliferación celular y la regulación 
del ciclo celular como los genes SCARECROW, y la inhibición de tres UGTs (Gou et al., 
2010). Esta alteración de las vías de señalización hormonal y del contenido en fitohormonas 
es específica de cada tejido. El efecto positivo de las giberelinas en la elongación radicular va 
asociado a las auxinas, sin embargo en presencia de citoquininas su efecto es antagónico. Las 
auxinas promueven el crecimiento de la raíz a través de las giberelinas, el gen RGA actúa 
integrando la señal de auxinas y giberelinas (Benková y Hejátko, 2009; Mauriat et al., 2011). 
El etileno también inhibe la elongación de la raíz a través de las proteínas DELLA ya que en 
la expansión de las células de la endodermis actúa GAI (Ubeda-Tomás et al., 2008). En 
general la aplicación de auxina reduce los niveles de giberelinas, aunque su biosíntesis 
requiere de la presencia de auxinas y de su transporte basipétalo, pero la respuesta es 
dependiente de la concentración de auxinas, el tiempo de aplicación y el tipo de tejidos 
(Woodward y Bartel, 2005; Paponov et al., 2008). Además, las giberelinas reprimen el efecto 
inhibidor del crecimiento de la raíz generado por el etileno. Las giberelinas inhiben la 
inducción del EA, no a través de la alteración de la ruta de señalización auxínica sino 
mediante la alteración de su TPA (Mauriat et al., 2014). En Populus se altera el eflujo y en 
Arabidopsis tanto el influjo como el eflujo del TPA. Este tipo de interacción también se 
observa en otros procesos como el desarrollo de yemas axilares que se promueve por las 
giberelinas, sin embargo la dominancia apical depende de auxinas y citoquininas. La 
señalización de las giberelinas controla la expresión de multitud de genes implicados en 
diferentes vías del ABA, etileno, auxinas y estrés abiótico, siendo las proteínas DELLA las 
que actúan de punto de interrelación (Gou et al., 2010; Davière y Achard, 2013). 
 Inhibición de la ruta de biosíntesis de las giberelinas. 
La ruta de síntesis de las giberelinas puede dividirse en tres etapas y cada una de ellas 
puede ser bloqueada por diversos inhibidores, alterando el crecimiento de brotes y raíces de 
forma diferente. En la primera etapa tiene lugar la ciclación de la molécula, este proceso 
puede ser inhibido por la aplicación de compuestos como el cloruro de clormequat y el 
cloruro de mepiquat. El paclobutrazol (PAC) actúa sobre la segunda etapa inhibiendo el 
proceso oxidativo por el que el ent-kaureno se convierte en ácido ent-kaurenoico. La tercera 
etapa se inhibe mediante acilciclohexanedione, como por ejemplo la prohexadiona cálcica; la 
aplicación de este compuesto inhibe el crecimiento del brote y fomenta la formación de 
nuevas raíces, pero inhibe su crecimiento ya que inhibe las divisiones y la elongación celular 
(Gaspar et al., 1996; Žiauka y Kuusiene, 2010). Estos compuestos se emplean en el estudio de 




ya que regulan el crecimiento y permiten obtener plantas más pequeñas y vigorosas, que 
suelen mostrar mejores rendimientos en el proceso de aclimatación, y entre otras cosas 
promueve el desarrollo del sistema radicular, sobre todo a bajas concentraciones (Yelenosky 
et al., 1993; Ubeda-Tomás et al., 2008; Wen et al., 2013).  
5.2.1.4. Etileno 
El etileno y ABA son las principales hormonas vegetales implicadas en la respuesta a 
estrés y se asocian con la capacidad de respuesta a estímulos ambientales mediante la 
interacción con el resto de rutas de señalización hormonal. Se ha observado que el etileno 
interrumpe la dominancia apical disminuyendo la relación auxinas:citoquininas, incrementa la 
biosíntesis y sensibilidad a las giberelinas y promueve la degradación de ABA y la reducción 
de su biosíntesis (Žiauka y Kuusiene, 2010). En el proceso de EA puede tener efecto 
inhibidor, promotor o neutro en función de la especie (Geiss et al., 2009; Trupiano et al., 
2013). En Populus juega un papel negativo en la formación de RAs, sin embargo, en general 
la acumulación de etileno en la zona basal del brote promueve el EA pero en la zona apical lo 
inhibe (Li et al., 2009). El etileno promueve el EA durante la desdiferenciación, aunque altas 
concentraciones de ANA promueven la síntesis de etileno hasta concentraciones que lo 
convierten en inhibidor. McDonald y Visser (2003) sugirieron que el desarrollo de RAs tiene 
lugar por la interacción entre el etileno y las auxinas. En suelos anegados se produce un 
aumento en la concentración de etileno que incrementa la sensibilidad de los tejidos a las 
auxinas lo que induce el desarrollo de RAs (Visser et al., 1996). Por el contrario, la 
insensibilidad al etileno reduce la formación de RAs (Clark et al., 1999). Aunque el etileno no 
induce el EA es necesario para que tenga lugar la inducción auxínica (Lima et al., 2009) como 
se confirmó en el trabajo de Harbage y Stimart (1996a), en el que se observó que la aplicación 
de NPA inhibía el TPA e incrementaba la concentración de etileno sin promover la inducción 
del EA. Los puntos máximos de auxinas tienen lugar en presencia de etileno (Vandenbussche 
et al., 2010). Algunos autores formularon como hipótesis de la iniciación de RLs y RAs que 
el etileno es el primer factor que interrumpe el TPA, lo que genera un punto de máxima 
acumulación de dicha hormona y esto induce la formación de la raíz (Konieczny et al., 2009).  
La regulación de auxinas y etileno es bidireccional, el incremento en la concentración de 
etileno en los tejidos incrementa su sensibilidad al AIA promoviendo la formación de raíces 
(Visser et al., 1996; Clark et al., 1999; McDonald y Visser, 2003). Por otra parte, la respuesta 
al etileno se ve mediada por las auxinas, es necesario el eflujo de auxinas para que exista 
respuesta a los tratamientos con etileno (Vandenbussche et al., 2010). El estudio con mutantes 




traducción de la señal, mostró que la inhibición de las auxinas también produce insensibilidad 
al etileno (Benková y Hejátko, 2009). Algunos ERFs (“ethylene response factors”) afectan a 
la respuesta auxínica. En general, la sobreexpresión de ERFs generada por la aplicación de 
auxinas genera una mayor sensibilidad de la planta al etileno (Paponov et al., 2008). El 
bloqueo del etileno inhibe el enraizamiento en presencia de AIA pero no inhibe la 
proliferación celular, lo que da lugar a la formación de callo (Konieczny et al., 2009). Tras la 
inducción del EA en Populus mediante escisión, se inducen la expresión de genes 
relacionados con la biosíntesis de etileno en las primeras 48 horas (revisado en Abu-Abied et 
al., 2012). Mutantes con insensibilidad a la presencia de etileno muestran reducción del 
número de raíces al igual que ocurre cuando se aplica NPA (McDonald y Visser, 2003). El 
etileno controla la transcripción de muchos de los genes de la ruta de biosíntesis y transporte 
auxínico, además de inducir la expresión de genes de respuesta a auxinas como el ARF7 
(Vandenbussche et al., 2010). Sin embargo actúa negativamente sobre los niveles de ARFs a 
través de las proteínas Hookless1(Woodward y Bartel, 2005). También controla el TPA 
mediante la inducción de la expresión de genes PIN y AUX1, regulando la distribución de las 
proteínas AUX1 en la zona de elongación de la raíz (Konieczny et al., 2009) e inhibe el 
transporte lateral y basipétalo de auxinas (Woodward y Bartel, 2005). El etileno participa en 
el crecimiento de la raíz regulando la ruta de señalización auxínica (Růžička et al., 2007; 
Cederholm et al., 2012), de forma que inhibe la elongación de las raíces (McDonald y Visser, 
2003) pero estimula el desarrollo de pelos radiculares (Patrick et al., 2009). También se 
considera al etileno como el principal factor que facilita la emergencia de los primordios 
radiculares (Vidoz et al., 2010; Steffens et al., 2012). Además participa en el mantenimiento 
del CQ de la raíz, regulando las divisiones celulares e interviene en el crecimiento de la raíz 
inhibiendo la rápida expansión celular del meristemo radicular (McDonald y Visser, 2003). 
En el ápice de Arabidopsis el tratamiento con etileno incrementa la acumulación de auxinas, 
debido a que induce la biosíntesis de auxinas y controla su influjo mediante las proteínas 
AUX1 (Vandenbussche et al., 2010). El etileno promueve las divisiones celulares en el CQ, lo 
que sugiere que las auxinas no son capaces de actuar por si solas (da Costa et al., 2013). 
La aplicación exógena de auxinas estimula la producción de etileno mediante la 
inducción de la expresión de los genes ACSs (1-amino-ciclopropano-1-carboxilato sintasa), 
implicados en la etapa limitante de su biosíntesis (Yamagami et al., 2003); entre ellos la ACC 
oxidasa (ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa) que cataliza el último paso del 
proceso de biosíntesis de etileno y la N-acetiltransferasa factor clave en la integración de la 




conjunta con las citoquininas, que tienen un efecto sinérgico con las auxinas, ya que 
estabilizan las proteínas ACSs (Rashotte et al., 2005). Las auxinas promueven la producción 
de etileno y el etileno modula la biosíntesis y transporte de auxinas regulando el desarrollo de 
las raíces y en función de la etapa del proceso y además el efecto de los reguladores de etileno 
depende de la concentración de auxinas aplicada (De Klerk y Hanecakova, 2008). 
El etileno también participa en el desarrollo radicular mediante la interrelación con otras 
hormonas. Se ha observado que las citoquininas estimulan la producción de etileno, por lo que 
se cree que el efecto generado por las citoquininas en el crecimiento de la raíz está mediado 
por el etileno (Benková y Hejátko, 2009). Citoquininas y auxinas estimulan la biosíntesis de 
etileno, principalmente cuando son aplicadas de forma conjunta (Konieczny et al., 2009). El 
etileno también puede promover el enraizamiento activando el catabolismo de citoquininas 
(revisado en Li et al., 2009). De forma antagonista a las giberelinas, el etileno regula el 
crecimiento de la raíz a través de las proteínas DELLA y desestabiliza las proteínas RGA 
inducidas por las giberelinas. Las proteínas DELLA integran la señal de ABA y etileno en la 
regulación del crecimiento radicular. El NPA no afectó a la formación de RAs de plantas 
insensibles al etileno, por lo que la insensibilidad al etileno podría tener un efecto similar a la 
aplicación de NPA (McDonald y Visser, 2003). El tratamiento con inhibidores de la actividad 
del etileno o de la síntesis del ácido jasmónico reduce la actividad inductora del EA de 
compuestos como 3-O-C10-HL, compuesto capaz de promover parcialmente el EA incluso en 
presencia de NPA (Bai et al., 2012). 
5.2.1.5. Otras hormonas 
Existen otras rutas de señalización adicionales o que interaccionan con la ruta de 
señalización auxínica que también están involucradas en la formación de RAs. 
Los brasinoesteroides están relacionados con la ruta de señalización auxínica y por ello 
en el desarrollo de la raíz. Tiene un efecto dependiente de la dosis, su ausencia hace que se 
desarrollen raíces más cortas mientras que a bajas concentraciones estimulan el crecimiento 
radicular, posiblemente a través de la inducción de genes de respuesta auxinas, aunque este 
efecto no se produce a través de la estimulación de la biosíntesis de auxinas (revisado en 
Benková y Hejátko, 2009). La relación entre auxinas y brasinoesteroide es muy compleja. Las 
auxinas pueden inducir la biosíntesis y sensibilidad de la planta a los brasinoesteroides pero 
también su catabolismo, posiblemente el efecto sea dependiente de los tejidos (Paponov et al., 
2008). Altas concentraciones de brasinoesteroides ejercen un efecto negativo en el desarrollo 




interacción con otras rutas de señalización hormonal como la auxínica y del ABA (Benková y 
Hejátko, 2009). 
El ABA se sintetiza principalmente en las raíces (E et al., 2012). Esta hormona tiene un 
efecto inhibidor en el proceso de desarrollo de RLs y RAs ya que provoca la esterificación del 
AIA disminuyendo los niveles de AIA libres y controla, de forma directa o indirecta, la 
redistribución auxínica mediante la regulación del eflujo a través de genes de respuesta al 
ABA (Woodward y Bartel, 2005). El etileno inhibe la respuesta radicular al ABA, y a pesar 
de que no se conoce mucho sobre su papel en el desarrollo radicular sí que se ha observado 
que es necesario para la actividad meristemática de la raíz. 
La estringolactona inhibe la formación de RAs, y aunque puede asociarse con el declive 
del enraizamiento generado por la edad no es la principal causante de dicho declive, sino el 
cambio en la homeostasis de auxinas (Rasmussen et al., 2015).  
El jasmonato, es otra hormona vegetal que promueve la capacidad rizogénica 
principalmente en material juvenil. La acumulación de ácido jasmónico en el material adulto 
es más lenta y esto puede ser uno de los factores que afectan a la incapacidad de EA asociada 
con la edad (Rasmussen et al., 2015). De nuevo interactúa con el resto de rutas de 
señalización hormonal, el etileno la promueve y las citoquininas la inhiben (Mauriat et al., 
2014).  
5.2.2. El estado ontogenético del material 
Una de las principales limitaciones en la propagación de individuos seleccionados se 
debe a la pérdida de capacidad proliferativa de los individuos adultos. Trippi (1963) estudió la 
variación en la capacidad proliferativa en función de la etapa ontogenética. En castaño es 
difícil obtener una respuesta organogénica a partir de explantos de tejidos aislados de 
individuos adultos. Los primeros logros en el cultivo in vitro de tejidos consistieron en la 
regeneración de yemas y RAs y embriones somáticos a partir de material muy juvenil, como 
cotiledones y epicótilos. Esto se debe a que las plantas leñosas a lo largo de su desarrollo 
pasan por cuatro estadios de desarrollo: embriogénico, juvenil vegetativo, adulto vegetativo y 
adulto reproductivo (Poethig, 1990, 2003). A lo largo de estas fases la planta va 
experimentando cambios morfológicos, fisiológicos y bioquímicos como por ejemplo la 
morfología de tallos y hojas, el contenido hormonal y el ratio de fotosíntesis (Bonga, 1982; 
Hackett, 1985; Poethig, 1990; Haffner et al., 1991; Greenwood and Hutchison, 1993; 
Greenwood et al., 1997). Todos los procesos de desarrollo requieren de un patrón de 




morfología y fisiología de los árboles y de sus órganos presentan diferencias asociadas con la 
edad (Day et al., 2002). En eucalipto, en un análisis mediante microarray se observó que en la 
fase juvenil hay una mayor expresión de enzimas asociadas con los procesos de 
oxidación/reducción, mientras que en la fase adulta hay un enriquecimiento en factores de 
transcripción involucrados en la regulación del metabolismo secundario (Abu-Abied et al., 
2012). En el desarrollo normal de la planta estos cambios le aportan la capacidad de florecer, 
aumentan la producción de metabolitos secundarios y la sensibilidad a ciertos estímulos pero 
en detrimento del potencial de regeneración, la capacidad de crecimiento vegetativo y la 
plasticidad que se observa en los individuos juveniles, pudiendo modificar de esta manera su 
fenotipo y la respuesta ante estímulos ambientales, disminuyendo su capacidad morfogenética 
(Hutchison et al., 1990; Day et al., 2002).  
La transición a la etapa adulta se conoce como maduración o cambio de fase, 
considerando que el individuo ha alcanzado la fase adulta o madurez cuando comienza a 
formar estructuras reproductoras (Besford et al., 1996). Este es un proceso gradual en el que 
se modifica la expresión diferencial de genes, debido a modificaciones epigenéticas (Poethig, 
1990; Day et al., 2002; Díaz-Sala, 2014). El proceso de maduración presenta plasticidad, por 
lo que se ve influenciado por factores bióticos y abióticos, esto determina el tiempo requerido 
para que alcance la madurez. En especies leñosas la duración de la fase juvenil puede 
prolongarse desde un año a varias décadas e incluso antes de alcanzar la edad adulta ya se 
observan síntomas de declive de la capacidad morfogenética (Viéitez, 1974; Greenwood et 
al., 1989; Greenwood y Weir, 1995; Besford et al., 1996; Díaz-Sala et al., 1996; Fett-Neto et 
al., 2001). Estas modificaciones epigenéticas producen el silenciamiento de ciertos genes y la 
activación de otros, es un proceso dinámico que tiene lugar paulatinamente y está 
condicionado por estímulos ambientales. Los principales cambios epigenéticos que controlan 
la expresión diferencial de genes que modifica la respuesta del individuo en función de su 
grado de madurez son la remodelación estructural de la cromatina y la metilación del ADN. 
Estas modificaciones provocan la inactividad de genes, que no podrán expresarse aunque se 
apliquen los estímulos adecuados (Day et al., 2002). Estudios recientes han mostrado que los 
siARN (small interfering RNA) y miARN (microRNA) pueden actuar como señales móviles 
para dirigir las modificaciones epigenéticas (revisado en Miguel y Marum, 2011). 
Cuando hablamos de remodelación de la cromatina hacemos referencia al estado 
estructural de la cromatina en el núcleo, el ADN aparece condensado con diferente grado de 
empaquetamiento en diferentes regiones; las regiones condensadas van cambiando a medida 




acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, carbonilaciones, glicosilaciones, etc.(Vaillant y 
Paszkowski, 2007). Aunque se acepten estas generalidades, la regulación es mucho más 
compleja y en ocasiones no se trata de la presencia de metilación sino del residuo de la 
histona que está metilado lo que determina si se produce activación o represión génica. Se 
sabe que el cambio de fase conlleva la reorganización a gran escala de la cromatina, pero no 
se conocen los factores que determinan como se produce esta reorganización y a que regiones 
afecta (Tessadori et al., 2007; Valledor et al., 2007).  
La metilación del ADN se produce sobre el anillo pirimidínico de la citosina, esta 
metilación inhibe la transcripción génica (Colot y Rossignol, 1999). Mínimas diferencias en el 
grado de metilación pueden tener notables consecuencias en la respuesta y desarrollo de la 
planta. No se trata tanto del grado de metilación global del genoma, sino de los genes 
concretos afectados (Day et al., 2002). La metilación aumenta con la edad y el cambio de 
fase, lo que coincide con el descenso de la actividad metabólica. Un claro ejemplo de esto es 
la fase de dormición de yemas, detectándose hipermetilación cuando baja el metabolismo e 
hipometilación cuando es más activo (Santamaría et al., 2009). Además, los resultados de este 
trabajo sugieren que la hipermetilación del ADN y la desacetilación de H4 participan en la 
supresión de las divisiones celulares en los tejidos meristemáticos en dormición. La 
metilación del ADN es dinámica, controla la diferenciación celular específica de cada tejido y 
está estrechamente asociada con la adquisición y pérdida de competencia de las células 
(Valledor et al., 2007). Sin embargo, en castaño los niveles de metilación durante la fase 
activa de crecimiento son mayores en material ontogenéticamente juvenil que maduro 
(Hasbún et al., 2005). 
La plasticidad fenotípica es la capacidad de adaptarse a cambios climáticos, colonizar 
diferentes ambientes, sobrevivir en zonas con cambios ambientales y responder rápidamente a 
diferentes estreses ambientales como luz, temperatura, humedad, etc. (Santamaría et al., 2009; 
Bräutigam et al., 2013). Son las modificaciones epigenéticas las que contribuyen a la 
plasticidad fenotípica y al potencial adaptativo. Diversos cambios ambientales o estreses, 
como por ejemplo la temperatura, pueden inducir cambios epigenéticos que se mantiene 
durante periodos de tiempo más o menos prolongados (Bräutigam et al., 2013). Uno de los 
ejemplos más característico es de nuevo la dormición de yemas axilares, proceso controlado 
por diversos estímulos endógenos (como los niveles hormonales) y exógenos (como el ciclo 
de día, la temperatura y la luz)(Santamaría et al., 2011). La dormición de yemas en castaño 
está controlada por diferentes modificaciones epigenéticas de forma que aumentan los niveles 




durante la brotación y proliferación de las yemas (Santamaría et al., 2009). El cultivo in vitro 
es una clara prueba de la plasticidad de las células vegetales en respuesta a determinados 
estímulos exógenos asociada con la remodelación de la cromatina (Miguel y Marum, 2011). 
En el proceso de desdiferenciación celular se produce la activación de ciertas familias génicas 
de factores de transcripción que participan en el mantenimiento de las células meristemáticas 
como PLETHORA (PLT), WUSCHEL y GRAS por ejemplo, y la activación de genes 
implicados en la percepción y señalización hormonal. Las células desdiferenciadas adquieren 
carácter totipotente, es decir la capacidad de cambiar el patrón de expresión mediante los 
mecanismos de metilación del ADN (Day et al., 2002). A continuación, el cambio en el 
balance de reguladores de crecimiento hace que se genere el nuevo patrón de diferenciación 
dirigiendo los procesos organogénicos en el cultivo in vitro.  
El cambio de fase no altera las características de los órganos preexistentes, pero no 
desarrollados, esto hace que la juventud persista a lo largo del tiempo en algunas partes del 
árbol y que otras sean maduras o senescentes (Bonga, 1982). En la periferia o copa del árbol, 
los tejidos han sufrido un número mayor de divisiones celulares, incrementando con ellas su 
grado de madurez por lo que los nuevos meristemos, aunque son cronológicamente más 
jóvenes, ontogenéticamente son más maduros. Por el contrario, los meristemos formados 
durante la fase juvenil, que persisten en estado latente, a pesar de ser cronológicamente más 
viejos son ontogenéticamente juveniles. Podemos encontrar tejidos juveniles originados a 
partir de yemas latentes en los brotes epicórmicos, rebrotes de tocón, brotes de poda severa y 
los rebrotes de la raíz, ya que en general las raíces conservan más tiempo las características 
juveniles. De esta manera, los individuos presentan un gradiente de madurez a lo largo de la 
planta, que incrementa hacia la parte alta del árbol, mientras que en parte basal se encuentran 
tejidos que conservan las cualidades juveniles (Bonga, 1982; Hackett, 1985, 1987; Wendling 
et al., 2014). Por todo ello, el empleo de material adulto procedente de tejidos con 
características juveniles incrementa la capacidad de respuesta, el establecimiento, la 
micropropagación y la capacidad rizogénica, mientras que tiene lugar una brusca y gradual 
pérdida de capacidad rizogénica a medida que ascendemos hacia la copa (Sánchez et al., 
1997b; revisado Abu-Abied et al., 2012).  
En castaño, con la finalidad de micropropagar material adulto, se han evaluado diversas 
técnicas de rejuvenecimiento permitiendo el establecimiento y mantenimiento en cultivo de 
material adulto, aunque su capacidad rizogénica en la mayoría de los casos sigue siendo 
escasa (Sánchez et al., 1997a). Los trabajos de Sánchez y Viéitez (1991) en castaño y de 




establecidos en cultivo in vitro a partir de renuevos basales y ramas de la copa del mismo 
árbol adulto. Los brotes de las dos líneas de cultivo, juvenil y madura (Fig. 3), fueron 
empleados para el estudio del cambio de fase y de la capacidad de formación de RAs a nivel 
anatómico, fisiológico, bioquímico y molecular en castaño (Amo-Marco et al., 1993; Sánchez 
et al., 1997b; Ballester et al., 1999; Fernández-Lorenzo et al., 1999; Gil et al., 2003; Covelo 
et al., 2009; Vielba et al., 2011), así como en otras especies como Quercus robur, Q. rubra 
(Sanchez et al., 1996; Vidal et al., 2003). Sistemas similares también fueron utilizados en 
Sequoia sempervirens (Bon et al., 1994) y Hedera helix L. (Geneve y Kester, 1991; Woo et 
al., 1994). 
 
Figura 3: Representación esquemática del gradiente de madurez desarrollado en arboles adultos y de las 
características del material (Castanea sativa).  
 
6. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN EL 
PROCESO DE FORMACIÓN DE RAÍCES ADVENTICIAS  
La diferenciación celular y el desarrollo están controlados por la activación y el 
silenciamiento espacial y temporal de genes específicos (Valledor et al., 2007). Para llegar a 
comprender los mecanismos moleculares que controlan el proceso de EA es necesario 




inducción de la división celular, la organización del primordio y el desarrollo y emergencia de 
la raíz (Díaz-Sala, 2014). Las células competentes para iniciar el desarrollo del meristemo 
radicular cambian radicalmente el patrón de expresión génica para dirigirlo a la nueva ruta de 
desarrollo. En este proceso participan genes reguladores involucrados en la iniciación y 
determinación del destino celular hacia la formación del primordio radicular y en muchos 
casos además participan durante el desarrollo y crecimiento de la raíz. El aislamiento y 
caracterización génica junto con el análisis de su patrón de expresión espacial y temporal es 
esencial para poder acercarnos a la identificación de su papel en el proceso de EA. La 
integración conjunta de la síntesis, el metabolismo y el transporte de auxina da lugar a la 
existencia de unos niveles controlados de la hormona en los tejidos, que serán los que dirijan 
el desarrollo de la planta al desencadenar la expresión diferencial de diferentes grupos de 
genes. Las auxinas provocan la acumulación rápida y transitoria de entre otras, tres familias 
génicas (revisado en Woodward y Bartel, 2005): 
- SAURs: (Small Auxin Up RNA) relacionados con el desarrollo apical del brote (Park 
et al., 2007), aunque no se conoce la función específica de la mayoría de estos genes. Se 
transcriben en ARNm altamente inestable. Pueden actuar como reguladores de la elongación 
celular (Paponov et al., 2008). 
- GH3 (Gretchen Hagen 3): Se consideran genes marcadores de respuesta temprana a 
auxinas y se detectan rápidamente en respuesta a la inducción del EA. Participan en la 
regulación de los niveles de auxinas en los tejidos mediante la conjugación de AIA libre a 
aminoácidos (Staswick et al., 2005). También participan en la regulación del ácido jasmónico 
conjugándolo a aminoácidos. Los genes GH3-like están correlacionados con el número de 
RAs desarrolladas (Brinker et al., 2004; Sorin et al., 2005).  
- Aux/AIA: actúan como represores de la transcripción (Pop et al., 2011). Estas proteínas 
en ausencia de auxinas se unen a los factores de transcripción reprimiendo la expresión 
génica. Al aumentar los niveles de hormona las Aux/AIA liberan los factores de transcripción 
temporalmente ya que a la vez la auxina induce la expresión de Aux/AIA para evitar el exceso 
de transcripción. Estos genes participan en el proceso de EA antes de que se inicien las 
primeras divisiones (Goldfarb et al., 2003).  
Debido a la rápida inducción de estas familias génicas, en cuestión de minutos, se cree 
que están implicadas en la percepción del estímulo auxínico y su transmisión. Tras la 
aplicación de auxinas se pueden establecer tres fases de control transcripcional. En la primera 




de auxinas. Seguidamente se incrementa la síntesis de proteínas transportadoras de auxinas y 
cuando la exposición a auxinas se prolonga se inhibe la ruta de biosíntesis de auxinas 
(Paponov et al., 2008). Existen dos familias de factores de transcripción que regulan la 
expresión de los genes de respuesta a auxinas ya sea activándola o reprimiéndola; los ARFs 
“auxin response factor” y los “Aux/IAAs represors” (Parry y Estelle, 2006; Quint y Gray, 
2006; Guilfoyle y Hagen, 2007). 
Las ARFs son factores de transcripción que modulan los cambios de expresión génica 
desencadenados por la ruta de señalización auxínica, activando o reprimiendo la expresión de 
dichos genes. Actúan formando dímeros con otras ARF o con las proteínas Aux/AIA 
(Woodward y Bartel, 2005; Wang et al., 2007). Además las ARF pueden participar en la 
regulación de los niveles de auxinas, por ejemplo ARF8 activa la expresión de algunos GH3 
implicados en la inactivación de auxinas. Se han descrito numerosos mutantes arf implicados 
en diversos procesos de desarrollo y en el crecimiento, entre ellos cabe destacas el arf7 y 
arf19 mutantes que reducen el número de RAs y RLs (Okushima et al., 2005; Wilmoth et al., 
2005) y el doble mutante arf10 y arf16 que presenta alteraciones en la caliptra y en el 
gravitropismo de la raíz (Wang et al., 2005). Las Aux/AIA inhiben la transcripción por ellas 
mismas o se unen a ARFs impidiendo que activen la transcripción (revisado en Guilfoyle y 
Hagen, 2007). Las ARFs requieren de la asociación a Aux/AIA represores para generar la 
respuesta génica desencadenada por auxinas. 
Empleando un “microarray” en Pinus cordata, se observó que 220 genes cambiaban 
significativamente los niveles de transcripción durante el desarrollo de RAs. En la fase de 
inducción se promueve la expresión de genes implicados en la replicación celular y la 
degradación de la pared celular mientras que se inhiben los genes implicados en el transporte 
de auxinas, la fotosíntesis y la síntesis de pared celular. Por el contrario, en la fase en 
desarrollo de los primordios existe una inducción de genes implicados en el transporte y la 
respuesta transcripcional de auxinas e implicados en la síntesis de pared celular. En estas dos 
fases también se altera la expresión de genes de respuesta al estrés hídrico. Finalmente 
durante la elongación radicular, se inhibe la expresión de genes implicados en la replicación 
celular y el estrés (Brinker et al., 2004). Además, existe un gran número de genes 
involucrados en la señalización auxínica durante el proceso de EA, pero todavía no se conoce 
el mecanismo por el cual estas proteínas regulan la expresión de los genes que participan en 
los programas de desarrollo radicular (Li et al., 2009). En otras especies forestales, también se 
han descritos genes concretos que parecen estar involucrados en la iniciación y desarrollo del 




oxigenasa, y se expresa durante la etapa de inducción de la formación de RAs. Thomas y 
Schiefelbein, (2002) identificaron en vid un factor de despolimerización de actina que se 
induce rápidamente, a las 6 horas tras la aplicación del estímulo auxínico, durante la 
inducción de raíces, provocando la reorganización del citoesqueleto y alterando las 
propiedades de la pared celular durante la emergencia de las raíces, lo cual sugiere que no está 
implicado exclusivamente en la formación de raíces. Los genes VvPRP1 y VvPRP2 codifican 
para proteínas de pared ricas en prolina, que participan en la inducción y emergencia 
alterando las propiedades mecánicas de la pared celular (Thomas et al., 2003). En Pinus taeda 
se han descrito cinco genes de la familia Aux/AIA inducidos por la aplicación de auxinas 
entre los 10 minutos y 3 horas tras el tratamiento (dependiendo del gen), y su expresión se 
mantiene por encima de los niveles basales durante al menos 7 días (Goldfarb et al., 2003). 
Liu et al. (2014b) confirmaron que la expresión ectópica de los genes PtoWOX4a, 
PtoWOX5a, PtoWUSa y PtoWOX11/12a, implicados en el mantenimiento y proliferación de 
las células meristemáticas de diferentes órganos (ápice, raíz, cambium), promueve la 
regeneración de RAs. En otras especies, también se han descrito otros genes, como las 
ciclinas implicadas en la proliferación celular, que juegan un papel relevante en los primeros 
estadios del proceso de enraizamiento (Hemerly et al., 1993). Otros genes afectan 
negativamente al EA, como PtRR13 que actúa como modulador negativo de las etapas 
tempranas y es inducido por citoquininas (Ramírez-Carvajal et al., 2009). Genes como 
QrCPE (Gil et al., 2003) o las actinas (Greenwood et al., 1997) que muestran expresión 
diferencial en función del estado ontogenético del material, se asocian a la capacidad 
morfogenética.  
La organización y mantenimiento del meristemo radicular está regulada por la ruta de 
señalización auxínica que coordina la expresión de ciertas familias génicas como la familia 
AP2/ERF y la familia GRAS que actúan en paralelo. Para la especificación del nicho de 
células madre de la raíz y el control de su diferenciación, las auxinas inducen la expresión de 
los genes PLT1 y PLT2 (familia AP2/ERF), SCR y SHR (familia GRAS)(Sabatini et al., 
2003; Aida et al., 2004; Vernoux y Benfey, 2005; Scheres, 2007; Cui y Benfey, 2009). En 
chopo, la familia de factores de transcripción AP2/ERF, es la que mostró mayor variación de 
los niveles de expresión durante el desarrollo de RAs, debido a su papel en el mantenimiento 
de la capacidad meristemática de las células y de la competencia para la proliferación células 
(Rigal et al., 2012). La familia de proteínas AP2/ERF incluye 4 subfamilias; AP2 implicada 
en procesos de desarrollo y que participa en la señalización auxínica, RAV implicada en la 




promueve la resistencias a estreses abióticos y la subfamilia ERF principalmente implicada en 
la respuesta a estreses bióticos (Zhang et al., 2009). 
La familia GRAS es una familia de proteínas específicas de plantas, a la que dan nombre 
los tres primeros genes identificados: Giberellin-Acid Insensitive (GAI), Repressor of GA1 
(RGA) y Scarecrow (SCR) (Di Laurenzio et al., 1996; Peng et al., 1997; Silverstone et al., 
1998). Son putativos factores de transcripción involucrados en diversos procesos de desarrollo 
y estrechamente relacionados con el desarrollo de las raíces (Benfey and Scheres, 2000; 
Stuurman et al., 2002). En pino se observaron diferencias en el patrón de expresión de 
diversos genes de la familia GRAS en función del tejido y proceso de desarrollo. Algunos de 
estos genes están relacionados con la competencia y reprogramación de células adultas para la 
formación de RAs, como es el caso de  PrSCL6 y PrSCR (Abarca et al., 2014). La actividad 
del SCR/SHR está asociada también con el desarrollo del gravitropismo radicular, localizando 










La pérdida de la capacidad de regeneración en muchas especies forestales, asociada al 
crecimiento y maduración que tiene lugar a medida que aumenta la edad de los individuos, es 
una de las principales limitaciones en cualquier sistema de propagación vegetativa. Uno de los 
principales cuellos de botella en la propagación clonal de genotipos élite es la pérdida de la 
capacidad de enraizamiento del material adulto. En los últimos años se han realizado 
importantes avances en el estudio de las bases fisiológicas y moleculares que controlan este 
proceso, así como en el desarrollo de nuevas herramientas biotecnológicas que permitan la 
selección y propagación de individuos elite de especies forestales. Sin embargo es necesario 
profundizar en el conocimiento de los genes implicados en la desdiferenciación celular y 
adquisición de un nuevo destino celular, tras el estímulo necesario para desencadenar el EA y 
en la regulación de estos genes.  
El objetivo general de esta Tesis es la caracterización de genes implicados en la 
formación de RAs, el análisis de su expresión y su regulación. Para llevar a cabo este objetivo 
general, se plantearon los siguientes objetivos parciales:  
1. Desarrollo y validación de un sistema experimental de hojas in vitro, para estudiar el 
EA en castaño a nivel fisiológico y molecular.  
2. Estudio del transporte polar de auxina, mediante inhibidores del mismo, en el EA de 
castaño.  
3. Identificación de genes de diferentes familias (GRAS, GH3, RLK, UGT, ENOD) 
como posibles reguladores del proceso de enraizamiento. 
4. Análisis del patrón de expresión espacio-temporal de los genes identificados y otros 
previamente caracterizados en nuestro laboratorio:  
a. Análisis de la expresión en diferentes órganos. 
b. Análisis de la expresión génica en respuesta a la auxina y en función del estado 
ontogenético del material. 
c. Análisis del efecto del NPA en el patrón de expresión génica. 
5. Modulación de la respuesta rizogénica de Populus mediante señalización de auxinas y 
giberelinas. 
a. Caracterización de la respuesta fisiológica a la manipulación hormonal. 








Material y Métodos 
55 
 
A. CASTANEA SATIVA 
1. MATERIAL VEGETAL 
1.1. LÍNEAS DE CULTIVO 
Se emplearon dos líneas de brotes de castaño (Castanea sativa Mill.) establecidos en 
cultivo in vitro a partir de brotes de la copa y renuevos basales de un mismo árbol adulto, de 
unos 80 años (clon P2). Ambas líneas se mantuvieron en cultivo in vitro desde hace más de 20 
años mediante micropropagación de yemas axilares siguiendo el procedimiento detallado en 
Sánchez y Viéitez (1991).  
Ambas líneas (Fig. 4) poseen el mismo genotipo pero diferente estado ontogenético, que 
se refleja en sus características morfológicas y fisiológicas. La línea establecida a partir de las 
yemas de renuevos basales (P2Rb) conserva las características del estado juvenil, sin haber 
sufrido las modificaciones epigenéticas que se desarrollan con la maduración o cambio de 
fase. Este material se caracteriza por presentan hojas bien desarrolladas, entrenudos 
elongados, crecimiento vigoroso y además por tener gran capacidad morfogenética y elevada 
capacidad rizogénica en respuesta al tratamiento hormonal. Por el contrario la línea 
establecida a partir de brotes de la copa (P2C) presenta características asociadas a individuos 
adultos: una capacidad rizogénica muy baja, hojas senescentes y necrosis apical como 










Figura 4: Brotes del clon P2 al final 
del periodo de multiplicación. A la 
izquierda brotes de la línea P2C, 
adulto, y a la derecha brotes de la 
línea P2Rb, que conserva las 
características juveniles. 
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1.2. MANTENIMIENTO DE LOS BROTES EN PROLIFERACIÓN 
Para la propagación y mantenimiento de los brotes in vitro se empleó el medio GD cuya 
composición se detalla en la Tabla 1, suplementado con sacarosa (3%) como fuente de 
carbono, Difco-Bacto-Agar (0,8%) como agente gelificante y 6-Benciladenina (BA) 0,075 
mg/L (Sigma-Aldrich, Damstadt, Alemania), citoquinina que promueve el desarrollo de las 
yemas axilares, el crecimiento de los brotes y su elongación. Se ajustó el pH a 5,6 y se 
esterilizó en autoclave a 121ºC durante 20 minutos. 
En la fase de proliferación, los brotes se mantuvieron en un régimen de subcultivo de 
cuatro semanas, pasado este período, se retiraron las hojas y el callo basal de los brotes, se 
dividieron en segmentos de una longitud aproximada de 1,5 cm manteniendo las yemas 
axilares intactas, los cuales fueron transferidos a medio fresco para comenzar un nuevo ciclo 
de crecimiento. Los cultivos se mantuvieron en una cámara de crecimiento con condiciones 
ambientales controladas, con un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad, luz 
suministrada por tubos fluorescentes con una intensidad lumínica de 30 μmol/(m2s) y con 
temperatura de 25ºC durante las horas de luz y 18ºC durante el periodo de oscuridad.  
Tabla 1: Composición del medio de cultivo de Gresshoff y Doy (1972). 
Macronutrientes mg/L Micronutrientes mg/L Vitaminas mg/L 
(NH4)2SO4 200 BO3H3 3 Tiamina HCl 1 
KNO3 1000 MnSO4 H2O 10 Ac. nicotínico 0,1 
CaCl2 2H2O 150 ZnSO4 7H2O 3 Piridoxina HCl 0,1 
MgSO4 7H2O 250 CuSO4 5 H2O 0,25 Glicina 0,4 
Na2HPO4 30 MoO4Na2 2H2O 0,25 m-inositol 10 
NaH2PO4 H2O 90 CoCl2 6H2O 0,25   
KCl 300 KI 0,75   
Fe-Na-EDTA 36,7  
 
2. ENRAIZAMIENTO 
2.1. TIPOS DE EXPLANTOS   
Para la evaluación de la capacidad rizogénica de castaño se emplearon tres tipos de 
explantos (Fig. 5), obtenidos de los brotes de cuatro semanas (de entre 2,5 - 3,5 cm de 
longitud) en fase de proliferación: 
 Brotes completos: a los que se retiró el callo y las hojas de la zona basal.  
 Hojas aisladas: se recogieron las tres primeras hojas expandidas de cada brote. Las 
hojas enteras se colocaron con el envés sobre el medio de cultivo y con el peciolo sumergido 
en él. 




 Secciones de hojas: se utilizaron las 
tres primeras hojas expandidas y se 
cortaron transversalmente en tres partes (a 
través del nervio central): parte basal 
(incluye el peciolo), parte media y parte 
apical. Cada uno de los fragmentos se 
colocó en el medio de cultivo manteniendo 
la polaridad de los mismos, inoculando en 
el medio la zona basal de cada uno de ellos.  
 
2.2. INDUCCIÓN DE RAÍCES ADVENTICIAS EN BROTES 
La inducción del enraizamiento se llevó a cabo mediante la aplicación de AIB. Los brotes 
de la línea P2Rb se sometieron a dos tratamientos distintos, bien mediante la inmersión basal 
del brote (“dipping”) en una solución hidro-alcohólica de AIB con una concentración de 4,9 
mM durante 1 minuto, o mediante la incubación de los brotes durante 24 horas en medio de 
cultivo conteniendo una concentración de AIB (75µM), siendo transferidos posteriormente a 
medio fresco, sin hormonas. Los brotes sin tratamiento hormonal fueron empleados como 
control. Como medio de cultivo para el enraizamiento se empleó el medio GD reduciendo a ⅓ 
la concentración de macronutrientes (GD⅓).  
2.3. INDUCCIÓN DE RAÍCES ADVENTICIAS EN HOJAS 
En el caso de las hojas (P2Rb y P2C) y las secciones de hojas de la línea P2Rb, tras una 
evaluación previa de diversas concentraciones de AIB y diversos periodos de aplicación, se 
seleccionó como tratamiento inductor la aplicación de AIB 25 µM añadido en el medio de 
cultivo y mantenido en condiciones de oscuridad durante 5 días. Posteriormente las muestras 
fueron transferidas a medio sin reguladores de crecimiento y con las mismas condiciones de 
fotoperiodo que se emplearon en los ciclos de crecimiento. Como medios de cultivo durante el 
enraizamiento se utilizaron el medio GD y el medio MS con la concentración de 
macronutrientes reducida a ⅓ (GD⅓) o a ½ (MS½) (Tabla 2). 
 
 
Figura 5: Explantos de castaño utilizados para 
evaluar su capacidad rizogénica: brotes, hojas y 
secciones de hojas. 
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Tabla 2: Composición del medio de cultivo de Murashige and Skoog (1962) 
Macronutrientes mg/L Micronutrientes mg/L Vitaminas mg/L 
NH4NO3 1650 BO3H3 6,2 Tiamina HCl 0,1 
KNO3 1900 MnSO4 4H2O 16,9 Ac. nicotínico 0,5 
CaCl2 2H2O 332 ZnSO4 7H2O 8,6 Piridoxina HCl 0,5 
MgSO4 7H2O 180 CuSO4 5 H2O 0,025 Glicina 2 
KH2PO4 170 MoO4Na2 2H2O 0,25 m-inositol 100 
  CoCl2 6H2O 0,025   
  KI 0,83   
Fe-Na-EDTA 36,7  
2.4. EFECTO DEL NPA SOBRE LA RESPUESTA RIZOGÉNICA DEL CASTAÑO 
A partir de experimentos preliminares se seleccionó la concentración de 50 μM de NPA 
para evaluar su efecto en la capacidad rizogénica del castaño. Dicha concentración se utilizó 
en todos los ensayos posteriores realizados en brotes y hojas. El NPA se esterilizó por 
filtración (empleando filtros de 0,20 μm) y se adicionó al medio de enraizamiento una vez 
autoclavado.  
2.4.1. Efecto del tiempo de exposición al NPA en brotes 
Empleando brotes de la línea P2Rb tratados con AIB, bien mediante “dipping” (4,9 
μM/1min) o con 75 μM/24h, se evaluó el efecto de la presencia de NPA 50 μM en el medio, 
durante 0, 5, 8 y 30 días desde el inicio del experimento. Transcurrido ese tiempo, los brotes 
se transfirieron a medio GD⅓ sin reguladores de crecimiento.   
2.4.2. Efecto del momento y tiempo de aplicación del NPA en hojas 
Tabla 3: Tratamientos empleados para la evaluación del efecto del NPA durante la inducción y desarrollo de 




















































1 AIB 25 μM  
 
T
2 AIB 25 μM  
NPA 50 μM  
T
3 AIB 25 μM  
 NPA 50 μM  
T
4 AIB 25 μM  
 NPA 50 μM  
T
5 AIB 25 μM  
 NPA 50 μM  
T
6 AIB 25 μM  
 NPA 50 μM  
T
7 AIB 25 μM NPA 50 μM  
T
8 AIB 25 μM NPA 50 μM 
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En un primer ensayo se evaluó el efecto de la aplicación de NPA durante 5 días, en los 
dos medios de cultivo ensayados (GD⅓ y MS½), sobre la capacidad de enraizamiento. Tras 
seleccionar el medio GD⅓ para llevar a cabo los estudios de enraizamiento en hojas, se 
evaluó el momento de aplicación de NPA en la respuesta rizogénica. Para ello se aplicó NPA 
(50 μM) durante 5 días, bien simultáneamente con el tratamiento de auxina así como 24, 48, 
72, 96 y 120 horas tras el inicio del tratamiento con AIB. Además se analizó el efecto de 
prolongar el tratamiento de NPA hasta 25 días tras el tratamiento con AIB (véase Tabla 3). 
2.5. TOMA DE DATOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Transcurridos 30 días tras la aplicación de los diferentes tratamientos, se evaluó la 
capacidad rizogénica y otros parámetros fisiológicos relativos al estado de los explantos. Para 
ello se consideraron los siguientes parámetros: 
 Cinética del proceso: se obtuvo calculando cada día tras la iniciación del tratamiento 
el porcentaje de explantos enraizados (número de explantos enraizados / número total 
de explantos x 100). 
 Enraizamiento (%): porcentaje total de explantos enraizados transcurridos 30 días.  
 Emergencia (d): número medio de días requeridos para la emergencia de la primera 
raíz adventicia por explanto. 
 Nº raíces: número medio de raíces desarrolladas por explanto enraizado. 
 Longitud (mm): longitud media de la raíz más larga por explanto enraizado.  
 Nº RFC: número medio de raíces desarrolladas fuera del callo basal por explanto 
enraizado. 
 Raíces laterales (%): porcentaje de brotes enraizados que presentan raíces laterales. 
 Callo (%): porcentaje de explantos que presentan formación de callo basal. 
 Necrosis (%): porcentaje de brotes enraizados que presentan necrosis apical. 
 RC (%): reemprendimiento de crecimiento, considerando el porcentaje de brotes 
enraizados en los cuales, alguna yema lateral retoma el desarrollo.  
Para el análisis estadístico de los datos, todas las variables que corresponden a 
porcentajes fueron transformadas mediante la función: 
 
Los datos obtenidos, que presentaron homogeneidad de varianzas (Estadístico de 
Levene), se analizaron estadísticamente mediante el test Duncan y se establecieron diferencias 
significativas para P ≤ 0,05 o P ≤ 0,01, cuando fue posible establecer estas diferencias. 
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Aquellos datos que no presentaban homogeneidad de varianzas se evaluaron mediante el test t 
de Student, estableciendo diferencias significativas para P ≤ 0,05. Además, se realizó el 
análisis univariante para la identificación de interacciones entre el los tratamientos 
hormonales de AIB y NPA y entre estos y el medio de cultivo. Se consideró que los valores 
de expresión se deben a la interacción de ambos factores para valores P ≤ 0,05. En cada 
tratamiento se emplearon 18 explantos y se realizaron tres replicados biológicos.  
 
3. MATERIAL RECOGIDO  
Se utilizaron diferentes materiales de las líneas P2C y P2Rb, procedentes de los ensayos 
de enraizamiento así como de brotes en multiplicación. Para la evaluación de muestras de los 
diferentes órganos de brotes del clon P2Rb (Fig. 6), al final del periodo de multiplicación se 
recogieron por separado las siguientes partes: ápice (incluyendo las primeras hojas aun no 
expandidas), hojas, entrenudos y yemas axilares. Las raíces se recogieron a partir de brotes 
P2Rb a los 30 días tras la aplicación del tratamiento con auxina, y dichas raíces se dividieron 
en 3 partes: zona apical (de aproximadamente un centímetro), zona media y zona basal (de 1 a 
1,5 cm de la raíz más próximos al brote).  En el caso del material procedente de los ensayos de enraizamiento en brotes P2Rb, se 
recogieron simultáneamente muestras control (sin tratamiento auxínico), muestras tratadas 
con AIB exclusivamente y tratadas con AIB y NPA. De dichos brotes se recogió la zona basal 
ya que se trata del área donde con más frecuencia observamos la respuesta rizogénica 
(aproximadamente 1 cm), a diferentes tiempos tras la aplicación de los tratamientos (15 
minutos, 6, 12 y 24 horas, 10 y 14 días). 
En la evaluación de la respuesta rizogénica de las hojas, se recogieron muestras control y 
tratadas con AIB de ambas líneas (P2C y P2Rb) y muestras de la línea P2Rb tratadas con AIB 
y NPA simultáneamente a las 6, 12, 24 y 72 horas, 5 y 10 días tras iniciar los tratamientos. 
Para las extracciones de ARN se recogieron las hojas completas, mientras que  para los 
estudios histológicos se recogió la zona basal (área del peciolo). 
El material vegetal fue recogido, congelado en nitrógeno líquido y almacenado en frío a -
70ºC hasta el momento de ser usado para realizar la extracción de ARN o bien directamente 
embebido tras su recolección para el análisis histológico, como se explicará en el apartado 
siguiente. 
 




Figura 6: Órganos de la línea P2Rb utilizados para el análisis de la expresión génica. Las raíces desarrolladas a 
los 30 días tras el tratamiento auxínico (1) se dividieron en zona apical (A), zona media (B) y zona basal (C). Los 
brotes al final del periodo de proliferación (2) se separaron en: yemas axilares (D), entrenudos (E) hojas (F) y 
ápice (G).  
 
4. ANÁLISIS HISTOLÓGICO 
Como acabamos de mencionar, se recogieron muestras tanto de los brotes al final del 
periodo de proliferación como procedente de los ensayos de enraizamiento a diferentes 
tiempos y con diferentes tratamientos (control, AIB, AIB y NPA) de los diferentes explantos 
empleados, tanto brotes como hojas de ambas líneas de cultivo (P2C y P2Rb). Las muestras 
fueron embebidas y congeladas en Jung tissue freezing medium (Leica Microsystems 
Nussloch GmbH, Heidelberg, Germany) y mantenidas a -70ºC hasta el momento de su 
utilización. 
Posteriormente, las muestras embebidas se seccionaron en cortes transversales y 
longitudinales de 10 μm empleando un criostato Leica CM 1850. Las secciones se recogieron 
en portaobjetos tratados con 3-aminopropyl-triethoxysilano para aumentar la adherencia, 
fueron secadas a 40ºC y fijadas empleando un baño de 10 minutos de etanol: ácido acético 
glacial 3:1 (v/v) seguido de otro en etanol al 70% durante 5 minutos, ambos en frío a -20ºC. 
Estas secciones, fueron utilizadas directamente o se almacenaron a -70ºC hasta su posterior 
Material y Métodos 
62 
 
utilización, para ser teñidas con azul de toluidina o empleadas para realizar el análisis de 
expresión génica mediante hibridación in situ. 
 
5. IDENTIFICACIÓN DE SECUENCIAS GÉNICAS 
5.1. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ARN 
El ARN total fue extraído empleando diferentes kit comerciales dependiendo del tipo de 
material para mejorar el rendimiento de las mismas. En el caso de las bases de los brotes el 
ARN total fue extraído empleando el kit Plant/fungi Total RNA Purification Kit (Norgen 
Biotek corp.), y se realizó el tratamiento con ADNasa en la columna empleando On-Column 
DNase I Digestion set (Sigma Aldrich). Para el resto de tejidos se utilizó el kit FavorPrep 
Plant Total RNA purification Mini Kit (for woody Plant) (Favorgen Biotech corp.), y las 
muestras se trataron con RQ1 RNase-free DNaseI (Promega, Madison, WI) para eliminar la 
contaminación con restos de ADN genómico. En los dos casos el procedimiento se realizó 
siguiendo las indicaciones de los fabricantes. La pureza y concentración de las muestras de 
ARN fue determinada por espectrofotometría (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific, 
EEUU) y la integridad del ARN fue comprobada mediante electroforesis horizontal en gel de 
agarosa 1% (p/v) con GreenSafe Premium (nzytech), en donde se visualizan las dos bandas 
correspondientes a los ARN ribosómicos 18S y 28S.  
5.2. OBTENCIÓN DE LAS SECUENCIAS GÉNICAS 
5.2.1. Diseño de cebadores 
Mediante análisis bioinformáticos y empleando las bases de datos disponibles en el 
“National Center for Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov) y en “Fagaceae 
Genomics Web” (www.fagaceae.org) se identificaron genes de otras especies implicados en 
el proceso de enraizamiento y se diseñaron cebadores específicos (Tabla 4) empleando el 
programa Primer3 disponible en la página web del “Whitehead Institute for Biomedical 
Research, Rozen, Remm, Koressaar y Skaletsky” (http://frodo.wi.mit.edu/) (Koressaar y 
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Tabla 4: Cebadores para la obtención de las secuencias génicas. 
GEN Cebadores Secuencia 
CsENOD93 
CsENod Rv1 5´-TGAAATATGCCGCTCCTGCCACTGT-3´ 
CsENod Fw1 5´-GCCATTCTCCCAGAAACTTTCATCC-3´ 
CsENod Fw2 5´- CCAAGCGCTGTTCTCATGAG -3´ 
CsGH3-2 
CsGH3.2 Rv1 5´- CAACTCGGCCTTGTCTGTACA -3´ 
CsGH3.2 Fw1 5´-ACACCCAGCCCCAGGCAGTCTTTAC-3´ 
CsGH3.2 Fw2 5´-ATGGCTGTTGGTTCTGCTATTTCA-3´ 
CsGH3.2 Fw3 5´-GGCCGAGTTACAGAAAGCCGTGGAG- 
CsSCR1 
CsSCR1 Rv1 5´-AAAGGCCTCCAGGCAGAAGCAGTGA-3´ 
CsSCR1 Rv2 5´-CGCATTGCAAGAGCAAGGTGAGGAG-3´ 
CsSCL3 
CsSCL3 Rv1 5´-TCCTTGCCCTCCATTTGCCTGCTAC-3´ 
CsSCL3 Fw1 5´-GCGAGACCAGCTTCTTCGGATGGTT-3´ 
CsSCL3 Fw2 5´-GAAGCAGCCTTCCTCTAACACTCAGCA-3´ 
CsSHR1 
CsSHR1 Rv1 5´-GCGTACCTTCTTTACACGC-3´ 
CsSHR1 Rv2 5´-CCCACACCACCGGCTGATCC-3´ 
CsSHR1 Fw1 5´-CGTTACACTCCACCACAACCGT-3´ 
CsSHR1 Fw2 5´-ATGGATACCTTGTTTAGGC-3´ 
CsSHR2 
CsSHR2 Rv1 5´-TGGAACATTTGAATCACAGCTCCT-3´ 
CsSHR2 Fw1 5´-ATGGACATAACTCTTTTCACTCCGGA-3´ 
CsSHR2 Fw2 5´-TTGGGGCCTTGAGAAGAGCGGAAGT-3´ 
CsUGT 
CsUGT Rv1 5´-CCTCAATTGAAACTGCTACTGCTC-3´ 
CsUGT Rv2 5´-CTAGGGCTGGCATCCAAAGGCTGAA-3´ 
CsUGT Fw1 5´-CATGTAGCCATGTTTCCCTGGTTTGC-3´ 
CsUGT Fw2 5´-ATGGGTGTATGGGGGATGGGTGCCA-3´  
5.2.2. Síntesis de ADNc, RACE y PCR 
La síntesis de ADNc y la amplificación de las secuencias génicas se llevó a cabo 
empleando el kit de RACE “SMARTTH RACE” de CLONTECH. La técnica de RACE “Rapid 
Amplificatión of cDNA Ends” (Bertioli, 1997), facilita la obtención de los extremos 3´y 5´de 
las secuencias génicas ya que durante la transcripción se añade un oligonucleótido a los 
extremos de los ADNc sintetizados. Para llevar a cabo la PCR se utilizó un cebador específico 
de la secuencia génica a amplificar (de los incluidos en la Tabla 4) y un cebador estándar 
(UPM, “Universal Primer Mix”) que se une al oligonucleótido añadido en el extremo del 
ADNc. En algunos casos las secuencias se obtuvieron mediante PCR tradicional, empleando 
estos mismos ADNc. Para cada PCR se ajustó tanto la composición (la cantidad de ADNc y 
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cebadores) como las condiciones de las reacciones (temperatura y/o el tiempo de anillamiento 
de los cebadores y el tiempo de extensión). En las Tablas 5 y 6 se muestran las condiciones 
más frecuentemente empleadas en las reacciones. 
 
Tabla 6: Componentes de las reacciones de PCR y RACE 
Componentes μl 
H2O Hasta volumen final de 25  
10x Advantage® 2 SA PCR Buffer 2,5  
dNTPs Mix (10 mM) 0,5  
Cebador específico (10 μM) 0,5-1  
UPM o 2º cebador específico 1-2,5 μl o 0,5-1  
50x Advantage® 2 Polymerase Mix 0,5  
ADNc (4,5 ng/μl) 1,5-2,5  
 
5.3. CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN  
Los fragmentos obtenidos mediante RACE se clonaron empleando el kit comercial “TA 
Cloning® Kit Dual Promoter (pCR®II)” de la compañía InvitroGen (Carlsbard, California, 
EEUU). Dicho kit incluye el vector pCR®II y las células competentes de Escherichia coli de 
la cepa INVαF (genotipo F´endA1 recA1 hsdR17 (rk-, mk+) supE44 thi-1 gyrA96 
relA1Φ80lacZΔM15 Δ (lacZYA-argF)U169λ-). La inserción del producto de amplificación al 
vector se catalizó por la enzima T4 ligasa; esta reacción se llevó a cabo durante 10 horas a 
temperatura constante de 14ºC. A continuación, mediante transformación, se introdujeron los 
vectores recombinados en las células competentes mediante choque térmico en un baño 
termostatizado a 42ºC durante 45 segundos. Tras la trasformación, las bacterias se sembraron 
en placas con medio de Luria-Bertani (Tabla 7) con 50 mg/L de sulfato de kanamicina A 
(Duchefa), como agente de selección de las bacterias transformadas y 1,6 mg de X-GAL (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-Galactopiranósido, Duchefa) para la identificación de las 
colonias transformadas que portan el inserto. 
Tabla 5: Condiciones para el desarrollo de las reacciones de RACE y PCR 
Condiciones para RACE Condiciones para PCR 
5 Ciclos 
94ºC 8 s 1 Ciclo 95ºC 5 min 
72ºC 12 s 
35 ciclos 
94ºC 45 s 
72ºC 3 min 60ºC 45 s 
5 Ciclos 
94ºC 8 s 72ºC 3 min 
70ºC 12 s 1 Ciclo 72ºC 5 min 72ºC 3 min 4ºC ∞ 
20 Ciclos 
94ºC 8 s 
 68ºC 12 s 72ºC 3 min 
1 Ciclo 
72ºC 5 min 
4ºC ∞  
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Tabla 7: Composición del medio de Luria-Bertani (LB). 
Composición gr/L 
Bacto-triptona 10 
Extracto de levadura 5 
Cloruro sódico 9 
Para confirmar la inserción del fragmento de interés en el vector, se realizó una reacción 
de PCR directamente a partir de las colonias, empleando como cebadores el M13Rv (5´-
CAGGAAACAGCTATGAC-3´) y M13Fw (5´-GTAAAACGACGGCCAGT-3´) presentes en 
las regiones flanqueantes del sitio de clonación del vector. En la Tabla 8 se muestra la 
composición y las condiciones empleadas para desarrollar dicha PCR.  
La empresa Secugen S.L. fue la encargada de la secuenciación empleando el servicio de 
secuenciación de plásmidos directamente de colonia y el equipo empleado fue BigDye ® 
Terminator v3.1. 
Tabla 8: Componentes y condiciones para la reacción de PCR a partir de colonia. 
Componentes μl Condiciones 
H2O 6,1  
30 Ciclos 
94ºC 30 s 
10x Buffer 1  45ºC 30 s 
dNTPs Mix (250 μM) 0,8  72ºC 2 min 
Cebador M13Rv (2 μM) 1  1 Ciclo 72ºC 5 min Cebador M13Fw (2 μM) 1  4ºC ∞ 
Dream taq (Fermentas) 0,1  
5.4. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
A partir de la secuencia de nucleótidos se predijo la secuencia de aminoácidos que 
compone la proteína empleando la herramienta de traducción “translate tool” disponible en la 
página web del “Swiss Institute of Bioinformatics” (http://web.expasy.org). Empleando esta 
misma página y utilizando la herramienta “protparam” se estimaron las principales 
características de estas proteínas, la masa molecular y el punto isoeléctrico (Gasteiger et al., 
2005). También se identificaron los motivos característicos de la proteína empleando la 
herramienta “ScanProsite”. Mediante el programa BLASTP (Altschul, 1997) suministrado en 
la página del “National Center for Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov) se 
analizaron las homologías entre las secuencias obtenidas y las secuencias disponibles en las 
bases de datos. Empleando la página web http://www.uniprot.org se identificó la presencia de 
dominios transmembrana. Finalmente, en las proteínas de la familia GRAS, se evaluó el 
desorden intrínseco empleando la herramienta “disprot” de la página 
http://www.disprot.org/pondr-fit.php (Xue et al. 2010). 
En algunas de las secuencias nucleotídicas aisladas, en las cuales se disponía de parte de 
la región promotora 5´UTR, se analizó esta región para localizar motivos característicos, en la 
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página web http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ empleando la 
herramienta “PlantCARE” (Lescot et al., 2002). 
Empleando el programa Clustal Omega (disponible en la página 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/), se alinearon las secuencias aminoacídicas obtenidas con 
algunas homólogas, para obtener información sobre las propiedades estructurales y 
funcionales de estas proteínas. De esta manera se identificaron los motivos conservados 
característicos de las familias y los aminoácidos conservados implicados en la funcionalidad 
de las proteínas. 
Debido a las características de la familia UGT también se elaboró la representación 
gráfica del dominio PSPG, empleando las secuencias utilizadas para la construcción del árbol 
filogenético (Tablas 11) y la página web http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi. 
Por último, se realizó el árbol filogenético de estas familias génicas incluyendo las 
secuencias de muchos de los genes de Arabidopsis, nuestras secuencias, algunos de los genes 
más homólogos obtenidos en BLAST y otras proteínas de interés por su caracterización. Para 
su construcción se utilizó el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013), empleando el 
algoritmo “Neighbor-Joing”, dichos árboles son el resultado de 1000 réplicas con bootstrap y 
en el caso del árbol filogenético de la familia GRAS se usó como “outgroup” una proteína 
humana perteneciente a la familia STAT (Hs SRC; NP004374). En las Tablas 9, 10, 11 y 12 
se muestran las proteínas empleadas para el análisis filogenético de las familias GRAS, GH3, 
UGT y ENOD y el número de acceso en GenBank. 
Tabla 9: Proteínas empleadas en el análisis filogenético de la familia GRAS y su número de acceso en el 
GenBank. 
AtGAI AEE29242 AtPAT1 AED95625 AtRGA NP_178266 AtRGL1 AEE34499 
AtRGL2 NP_186995 AtRGL3 AED92433 AtSCL1 Q9SDQ3 AtSCL3 AEE32546 
AtSCL4 AED98261 AtSCL5 NP_175475 AtSCL6 AEE81829 AtSCL7 NP_190634 
AtSCL8 AED96223 AtSCL9 AEC09430 AtSCL11 AED97191 AtSCL13 NP_193456 
AtSCL15 NP_195389 AtSCL18 AEE33268 AtSCL23 AED94744 AtSCL26 AEE82614 
AtSCL27 AEC10518 AtSCL28 NP_176498 AtSCL29 AEE75423 AtSCL30 AEE78178 
AtSCR AAB06318 AtSHR AEE86820 CsSCL1DQ683579 Hs SRC NP004374 
LaSCR1 ACQ84011 LlSCL AB106274 MdSCL ADL36813 PrSCL1 ABG77970 
PsSCR Q9AVK4 PtGRAS XP_002323112 PtGRAS1 XP_002302201 PtSCL AEK86265 
QiSHR1 AIO08306 QiSHR2 AIO08307 QsSHR AET37154 QsSHR2 AIO08308 
RcCIGR XP_002520249 Vv CAN65092 VvSCL XP_002264349 VvSCL9 XP_002267055 
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Tabla 10: Proteínas empleadas en el análisis filogenético de la familia GH3 y su número de acceso en el 
GenBank. 
AtGH3.1 NP_179101 AtGH3.2 Q9SZT9 AtGH3.3 O22190 AtGH3.4 Q9LQ68 
AtGH3.5 O81829 AtGH3.6 Q9LSQ4 AtGH3.7 NP_173729 AtGH3.8 NP_199960 
AtGH3.9 O82243 AtGH3.10 NP_192249 AtGH3.12 NP_196836 AtGH3.13 NP_196839 
AtGH3.14 NP_001190301 AtGH3.15 NP_196841 AtGH3.16 NP_196842 AtGH3.17 NP_849718 
AtGH3.18 NP_175299 AtGH3.19 NP_175300 AtJAR1 NP_001189757 CsGH3.1 AFC36443 
GrGH3.1 XP_012480180 JcGH3.1 XP_012093069 PtGH3 XP_002300248 QrGH3.1 AFC36444 
TcGH3 XP_007042570 VvGH3.1 XP_002271252   
Tabla 11: Listado de proteínas empleadas en el análisis filogenético de la familia UGT y su número de acceso 
en el GenBank. 
AtUGT71B1 NP_188812 AtUGT72C1 CAB16822 AtUGT73C1 NP_181213 AtUGT74C1 NP_180738 
AtUGT75C1 NP_193146 AtUGT76B1 NP_187742 AtUGT78D3 NP_197205 AtUGT79B1 NP_200217 
AtUGT79B9 NP_200210 AtUGT82A1 NP_188864 AtUGT83A1 NP_186859 AtUGT84A4 NP_193285 
AtUGT85A1 NP_173656 AtUGT86A1 NP_181234 AtUGT87A1 NP_180576 AtUGT88A1 NP_850597 
AtUGT89B1 NP_177529 AtUGT90A1 NP_179281 AtUGT91A1 AAD15567 AtUGTAt4g19460 NP_567589 
AtUGT Root AHL38881 AtUGT Root At1g73160 AHL38881 




LuUGT74S1 AGD95005 LuUGT74T1 AGD95008 LuUGT79B17 AFJ52975 LuUGT89B3 AGD95007 







ZmUGT AIA 024131 
NP_001105326 
ZmUGT Ant 010987 
NP_001149462 
ZmUGT Ant 036409 
NP_001148567 
ZmUGT Ant 043295 
NP_001132331 
ZmUGT Ant 058314 
NP_001149283 
ZmUGT Ant 061321 
NP_001150609 
ZmUGT Ant 063550 
NP_001148983 
ZmUGT Ant 113794 
NP_001131537 
ZmUGT Ant 135722 
NP_001147674 
ZmUGT Ant 155911 
NP_001148465 
ZmUGT Ant 165390 
NP_001105886 
ZmUGT Ant 174192 
NP_001147268 
ZmUGT Ant 455075 
ACG27746 
ZmUGT Cis-ZN 117878 
NP_001146547 
ZmUGT Cis-ZO 110511 
AAL92460 
ZmUGT Cis-ZO 168474 
NP_001105017 
ZmUGT Cit 009125 
NP_001148091 
ZmUGT Cit 082249 
NP_001147564 
ZmUGT Cit 834303 
NP_001148991 
ZmUGT HQ 007795 
NP_001148283 
ZmUGT HQ 372068 
NP_001130518 
ZmUGT root 037545 
NP_001136887 
ZmUGT root 051683 
NP_001159290 
ZmUGT root 066067 
NP_001140739  
Tabla 12: Listado de proteínas empleadas en el análisis filogenético de la familia ENOD93 y su número de acceso 
en el GenBank. 






XP_007013368 GmN36a BAA02721 GmN36b BAA02722 GmN93 BAA02724 
GmN70 BAA02723 GmN315 BAA02720 OsENOD93a BAA33814 OsENOD93b BAA33815 
AgNt84 AAD00171 AgNt164 CAA69708 RcENOD B9SEN5 SrENOD2 CAA44939 
PsENOD12 AAA33664 PvENOD40 S65772 MsENOD12 Q40361.1  
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6. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN 
6.1. qPCR 
6.1.1. Retrotranscripción y condiciones de reacción 
La síntesis de ADNc se desarrolló a partir de 1 μg de ARN total, utilizando el kit “High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Appied Biosystems) para la retrotranscripción, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 
20 μl y posteriormente fue diluida 6 veces para su posterior incorporación a las reacciones de 
qPCR. Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 48 pocillos usando el equipo “Step 
One Real Time PCR System” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). En cada reacción 
se incluyó 1x Power SYBR® Green (Applied Biosystems) en un volumen total de 15 μl. La 
cantidad de ADNc y la concentración de cebadores empleada se ajustaron para cada uno de 
los experimentos como se detalla en la Tabla 13. Además se usaron las condiciones estándar 
de reacción que se muestran en la Tabla 14. Al final de la reacción se desarrolló la curva 
melting para confirmar la uniformidad del producto y que no se produjeron uniones 
inespecíficas. 
Tabla 13: Concentración de cebadores y cantidad de ADNc empleados en cada uno de los estudios de 
qPCR. 
Gen  
Concentración de cebadores 
Órganos Enraizamiento brotes Enraizamiento hojas 
CsACT2 Referentes 900 μM 900 μM 300 μM 
CsELF1 Referentes  900 μM  
CsENOD93 Diana 250 μM  250 μM 
CsERF1 Diana 600 μM 850 μM  
CsGH3.2 Diana 800 μM  550 μM 
CsRLK Diana 250 μM  200 μM 
CsSCL1 Diana 725 μM  600 μM 
CsSCL3 Diana 200 μM  350 μM 
CsSHR1 Diana 450 μM  650 μM 
CsSHR2 Diana 250 μM  250 μM 
CsTUB Referentes 250 μM 300 μM 550 μM 
CsUBI3 Referentes 275 μM  300 μM 
CsUGT Diana 250 μM  100 μM 
Cantidad de ADNc 8.3 ng 10.8 ng 4.2 ng 
Tabla 14: Condiciones para las reacciones de qPCR. 
Ciclos temperatura Tiempo 
1 95ºC 10 min 
40 95ºC 15 s 60ºC 1 min 
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6.1.2. Diseño de cebadores 
 Tabla 15: Cebadores empleados en qPCR. 
Gen Proteína codificante Nº de accesión 
























































Los cebadores específicos para cada gen evaluado fueron diseñados empleando el 
programa Primer Express version 3.0. (Applied Biosystems) basándonos en las 
secuencias obtenidas mediante RACE. Los valores de expresión fueron normalizados 
frente a tres genes referentes de los cuatro que se muestran en la Tabla 13: Actina (ACT) 
(Soler et al., 2008), Factor de elongación (ELF) (Marum et al., 2012), Tubulina (TUB) 
(Porth et al., 2005) y Polyubiquitina (UBI). Las secuencias de ACT, ELF y TUB se 
obtuvieron a partir de la base de datos de Fagaceae (http:// www.fagaceae.org/) y la de 
UBI a partir de nuestra colección de ESTs. Para cada experimento seleccionamos los tres 
genes referentes que presentaban mayor estabilidad en cada material concreto. Todos los 
cebadores (Tabla 15) presentan una Tm de entre 58 y 60ºC y su tamaño varía entre 18 y 
24 nucleótidos (nt). La concentración de los mismos se ajustó en cada experimento de 
manera que la eficiencia de la reacción, testada usando una curva estándar para cada 
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pareja de cebadores, tuviera valores próximos al 100% (Tabla 13). Los ensayos se 
realizaron con tres replicados biológicos independientes y tres replicados técnicos para 
cada muestra. 
6.1.3. Evaluación de los resultados y análisis estadístico 
Los valores relativos de expresión de cada gen se obtuvieron mediante el método de 
comparación de Ct (Schmittgen y Livak, 2008). Todos los cálculos y normalizaciones se 
llevaron a cabo usando el programa DataAssist™ v3.0 software (Applied Biosystems). 
Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente mediante ANOVA de un factor. 
Cuando los datos presentan homogeneidad de varianzas (Estadístico de Levene) se empleó el 
test Duncan y se establecieron diferencias significativas para P ≤ 0,05. En aquellos resultados 
que no presentaban homogeneidad de varianzas, se utilizó t de Student, estableciendo 
diferencias significativas para P ≤ 0,05.  
Además, en los estudios de evaluación de la expresión génica durante la inducción del 
enraizamiento, se realizó el análisis univariante para la identificación de interacciones entre el 
tiempo y los tratamientos hormonales. Se consideró que los valores de expresión se deben a la 
interacción de ambos factores para valores P ≤ 0,05.  
6.2. HIBRIDACIÓN IN SITU 
6.2.1. Síntesis de las sondas 
Para la generación de las sondas es necesario que las secuencias “molde” dispongan en 
los extremos de una secuencia promotora reconocible por las ARN polimerasas. El vector 
pCR®II presenta a cada lado de la región de inserción una secuencia promotora, para las 
enzimas SP6 y T7 ARN polimerasas, permitiendo la síntesis de ambas sondas (sentido y anti-
sentido) a partir de una única secuencia, en función de la enzima utilizada. La señal de 
hibridación obtenida con la sonda sentido, que presenta la misma secuencia que el ARNm que 
se quiere localizar no será específica y en el caso de que dé lugar a alguna señal servirá como 
control. Por el contrario, la sonda anti-sentido generada, tiene una secuencia complementaria 
al ARNm que se quiere localizar, dando lugar a una señal de hibridación específica. Para ello 
se clonaron fragmentos génicos específicos de cada gen, evitando las regiones conservadas de 
las familias génicas, y las colonias seleccionadas se cultivaron en medio líquido, utilizando 
kanamicina A para la selección. A partir del cultivo se procedió a la extracción del plásmido 
empleando el kit “QIAprep® Spin Miniprep” (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del 
fabricante.  
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Mediante PCR, empleando las mismas condiciones y componentes de la reacción de PCR 
que se emplearon para confirmar la presencia del inserto en el apartado 5.3. (Tabla 8) y 
utilizando 50 ng del plásmido, se obtuvo la secuencia molde para la síntesis de las sondas, 
conteniendo el inserto y las regiones necesarias para la retrotranscripción. Las sondas 
marcadas con digoxigenina, se generaron empleando el kit “DIG RNA labeling kit SP6/T7”, 
(Roche Biochemicals) y siguiendo las instrucciones del fabricante, siendo hidrolizadas 
parcialmente a fragmentos de un tamaño aproximado de 200 nucleótidos mediante un 
tratamiento alcalino para facilitar su penetración en las células. 
6.2.2. Hibridación 
El proceso de hibridación in situ se desarrolló siguiendo la metodología descrita por 
Sánchez et al., (1995). En una primera etapa, las secciones se sometieron a un pretratamiento 
para mejorar la permeabilidad de los tejidos para que penetre la sonda, así como una 
prehibridación para reducir la señal no específica. A continuación se realizó la hibridación de 
las secciones con las correspondientes sondas marcadas con digoxigenina, a 43ºC durante 
toda la noche. Posteriormente las muestras fueron lavadas y tratadas con ARNasa A, para 
retirar el exceso de sonda y eliminar las uniones inespecíficas. Finalmente, la detección de la 
señal se llevó a cabo mediante el kit “DIG Nucleic Acid Detection” (Roche Biochemicals) 
que emplea anticuerpos anti-DIG conjugados a una fosfatasa alcalina, de este modo se 
produce un precipitado coloreado (violeta) que permite localizar la señal. Una vez terminado 
el proceso de hibridación, se deshidrataron las muestras mediante el lavado en una serie 
creciente de etanoles (70%, 96% y 99%) y se montaron para su visualización. Las fotos se 
realizaron empleando un microscopio de campo claro (Nicon) con cámara digital (Olympus). 
  




7. MATERIAL VEGETAL 
7.1 LÍNEAS DE CULTIVO 
Se emplearon tres líneas de cultivo de plantas híbridas de chopo (Populus tremula L.x P. 
tremuloides Michx. clone T89) como especie modelo. Dos de estas líneas, se establecieron a 
partir de dos eventos de transformación independientes, que incorporaron el promotor del gen 
PtSHR1 fusionado al gen reportero GUS (SHR1PGG1A Y SHR1PGG5A). Como control, se 
evaluó también la respuesta fisiológica de la línea de fenotipo salvaje (WT). En la Figura 7 y 
8 se muestran plantas de las tres líneas empleadas establecidas in vitro y tras su transferencia 







Figura 7: Plantas de chopo de las dos 
líneas transgénicas (SHR1PGG1A y 
SHR1PGG5A) y del fenotipo salvaje 
(wild type) al final del ciclo de 













Figura 8: Plantas de chopo de las dos líneas transgénicas (SHR1PGG1A y SHR1PGG5A) y del fenotipo salvaje 
(wild type) a los 6 meses tras ser transferidas a tierra y aclimatadas en invernadero a partir de los brotes de 
cultivo in vitro. 
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7.2. MANTENIMIENTO DE LOS BROTES EN PROLIFERACIÓN 
Para la propagación y mantenimiento de las líneas de chopo se empleó el medio MS  
cuya composición se detalla en la Tabla 2, con la concentración de macronutrientes reducida a 
la mitad, añadiendo como agente gelificante Difco-Bacto-Agar (0,7%). No se incluyó en el 
medio de cultivo ninguna fuente de azúcares ni reguladores de crecimiento. Se ajustó el pH 
del medio a 5,6 y se esterilizó en autoclave a 121ºC durante 20 minutos.  
En la fase de proliferación, los brotes se mantuvieron en un régimen de subcultivo de 6 
semanas. Para su multiplicación, se dividieron en segmentos de una longitud aproximada de 3 
cm, manteniendo las yemas axilares intactas y las hojas completas, y se inocularon en medio 
fresco para comenzar un nuevo ciclo de crecimiento. Dado que para el cultivo de chopo no 
incorporamos ninguna fuente de carbono, es necesario mantener las hojas intactas para 
incrementar la capacidad fotosintética de los mismos. Los cultivos se mantuvieron en una 
cámara de crecimiento con condiciones ambientales controladas, con un fotoperiodo de 16 
horas luz / 8 horas oscuridad y con temperatura de 25ºC durante las horas de luz y 18ºC 
durante el periodo de oscuridad.  
 
8. ENRAIZAMIENTO 
Para evaluar la respuesta rizogénica del chopo se emplearon brotes de 6 semanas, al final 
de la fase de proliferación. En esta etapa, los brotes suelen alcanzar un tamaño de entre 6 y 8 
centímetros, se dividieron en dos partes, utilizando la parte apical (2,5-3,5 cm) para los 
ensayos de enraizamiento y la parte basal para la proliferación y mantenimiento de las líneas 
de cultivo. Los ensayos de enraizamiento se realizaron empleado el medio MS½. 
Para estudiar el efecto de compuestos que afectan a las vías de señalización hormonal de 
auxinas y giberelinas, se evaluó la respuesta rizogénica de los brotes cultivados en presencia 
de AIB (2 μM), NPA (5 μM) inhibidor del transporte polar de auxina, AG3 (2 μM) y PAC (5 
μM), este último como inhibidor de la ruta de biosíntesis de las giberelinas. Además se 
evaluaron muestras control a las que no aplicamos ningún tratamiento.  
8.1. TOMA DE DATOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
La respuesta rizogénica de los brotes de chopo se evaluó a los 30 días después de la 
aplicación de cada uno de los tratamientos. Para ello se evaluaron los siguientes parámetros: 
la cinética del proceso, el porcentaje de enraizamiento, el tiempo medio requerido para la 
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emergencia de las raíces, el número de raíces por brote, la longitud media de la raíz más larga, 
el porcentaje de brotes enraizados que desarrollan RLs, el porcentaje de brotes que presentaba 
necrosis apical y por último, el crecimiento de los brotes durante este proceso de 
enraizamiento en milímetros (RC (mm)). Los brotes de chopo control (sin tratamiento 
hormonal) solo detienen momentáneamente el crecimiento durante el proceso de 
enraizamiento, pero dado que este crecimiento se ve alterado por los tratamientos hormonales, 
se tomaron datos del crecimiento (mm) transcurridos 30 días. En este caso no se evaluó la 
presencia de callo basal ya que en el chopo no tiene lugar su formación en ninguno de los 
tratamientos.  
Todos estos datos fueron sometidos al mismo análisis estadístico ya descrito en el 
apartado 2.5 de castaño. Para cada tratamiento se emplearon 12 explantos y se realizaron tres 
replicados biológicos.  
 
9. MATERIAL RECOGIDO 
Como ya se describió en el apartado de castaño, para el análisis histológico y de 
expresión de los ensayos de enraizamiento de chopo, se recogió material procedente de los 
cuatro tratamientos hormonales evaluados (2 μM AIB, 5 μM NPA, 2 μM AG3 y 5 μM PAC) 
y de las muestras control sin tratamiento, en las 3 líneas de cultivo. Se recogió la zona basal 
de los brotes (1 cm) a las 24 horas, 7 y 14 días tras iniciar los tratamientos y además, se 
recogieron las raíces desarrolladas para el análisis de expresión mediante reacción 
histoquímica de la β-glucuronidasa (GUS).  
 
10. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN 
10.1. REACCIÓN HISTOQUÍMICA DE LA Β-GLUCURONIDASA (GUS) 
Se evaluó la localización e intensidad de la actividad GUS tanto en el segmento basal de 
los brotes como en las raíces procedentes de los diferentes tratamientos hormonales. Los 
segmentos basales de los brotes y las raíces, una vez recogidos se sumergieron en acetona 
90% durante 30 minutos a -20ºC, después se lavaron en agua destilada y se incubaron con X-
Gluc (Tabla 16) (Jefferson et al., 1987). A continuación, para asegurar la total penetración del 
sustrato se les aplicó 30 minutos de vacío en frío, y a continuación se transfirieron a una 
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estufa a 37ºC en condiciones de oscuridad durante toda la noche para que se desarrolle la 
coloración. Seguidamente, las muestras se lavaron en agua destilada, y se procedió a su 
deshidratación con una serie creciente de etanoles (20%, 30%, 50%) por un tiempo de 10 
minutos cada uno. El siguiente paso fue la fijación en FAA durante 30 minutos (5% 
formaldehido / 5% ácido acético / 50% etanol) y posterior deshidratación en etanol (70%, 
85%, 96%), con transferencia cada dos horas. Una vez deshidratadas totalmente fueron 
embebidas en resina LR-White, siguiendo las indicaciones del fabricante y empleando el 
acelerador para la polimerización. Finalmente estas muestras fueron cortadas empleando un 
micrótomo Reinchert-Jung, realizando secciones longitudinales de las raíces de 7 μm y 
secciones transversales de las bases de 10 μm. 
Tabla 16: Composición de la solución de X-Gluc empleada 
en los ensayos de histoquímica de la β-glucuronidasa. 
Compuesto Concentración 
X-Gluc 2 mM 
NaH2PO4 25 mM 
EDTA pH7 10 mM 
K-Ferricianida 0,5 mM 
K-Ferrocianida 0,5 mM 












A. CASTANEA SATIVA 
1. CAPACIDAD RIZOGÉNICA 
1.1. INDUCCIÓN DEL ENRAIZAMIENTO EN BROTES 
En este trabajo se evaluó la capacidad rizogénica de brotes juveniles de 
castaño, de la línea P2Rb, tras la aplicación de dos tratamientos con auxina. El 
primero de ellos se realizó mediante “dipping” que consiste en la  inmersión de la 
parte basal del brote en una solución de 4,9 mM de AIB durante un minuto 
(procedimiento previamente descrito por Sánchez y Viéitez, 1991) y el segundo 
mediante la inclusión en el medio de cultivo de una concentración de 75 μM de 
AIB durante 24 horas.  
Al comparar ambos tratamientos no se encontraron diferencias significativas 
en el porcentaje de brotes enraizados al  final del proceso (94 y 85%) ni en el 
tiempo requerido para la emergencia de las raíces, la cual tuvo lugar de forma 
casi simultánea en ambos casos a los 10 y 11 días de media tras la iniciación de 
los tratamientos. Sin embargo, el número de raíces aumentó significativamente en 
el tratamiento de “dipping”, llegando a duplicarse con respecto al de AIB 75 μM 
(8 frente a 4). Como se muestra en la Figura 9, el patrón radicular también 
mostró diferencias notables entre ambos tratamientos. En los brotes tratados con 
AIB 75 μM la emergencia de las raíces estaba muy focalizada en el callo basal 
(98%) mientras que, por el contrario, en los brotes sometidos al tratamiento de 
“dipping” muchas de las raíces (más del 50%) se desarrollaron a lo largo del 
tallo. Sin embargo, el tratamiento al que se sometieron los brotes no influyó en 
otros parámetros evaluados, como la longitud de las raíces y el desarrollo de RLs  
(Tabla 17).  
Por otro lado, como se muestra en la Figura 9, el aspecto y el estado 
fisiológico de los brotes difirieron considerablemente al final del proceso, 
dependiendo del tratamiento aplicado. El tratamiento de “dipping” provocó 
mayor estrés en los mismos, que se reflejó en la pérdida de turgencia de sus hojas  
y el estado de senescencia general del brote . Por el contrario, los brotes tratados 
con AIB 75 μM mostraron un aspecto más vigoroso, y aunque también presentaron un 




capaz de reemprender el crecimiento de otra yema axilar a lo largo del periodo evaluado (30 
días). En ambos tratamientos los explantos son sometidos a un fuerte estrés que generó la 
pérdida de dominancia apical, detuvo el crecimiento y produjo la necrosis apical. 
A pesar de que ambos tratamientos no provocaron diferencias en cuanto a la cinética del 
proceso de enraizamiento y al porcentaje de brotes enraizados, a la hora de obtener brotes 
viables que resistan el proceso de aclimatación hay que tener en cuenta la calidad del brote y 
del sistema radicular desarrollado. En este caso, cada tratamiento afectó favorablemente a uno 
de estos aspectos; los brotes tratados mediante “dipping” desarrollaron un número mayor de 
raíces pero también mayores síntomas de estrés. Por el contrario, el tratamiento con AIB 75 
µM produjo brotes con menor sistema radicular pero mayor vigor fisiológico y capacidad de 
reemprender el crecimiento. 
Figura 9: Brotes de castaño de la línea P2Rb enraizados in vitro a los 30 días tras el tratamiento auxínico y 
cultivados en medio GD⅓. (A) Brote tratado con AIB 4,9 mM durante un minuto mediante inmersión basal. (B) 
Brote tratado con AIB 75 µM, incorporado en el medio de cultivo, durante 24 horas. La flecha muestra una yema 
axilar que está reemprendiendo el crecimiento. 
 
 
Tabla 17: Efecto del tratamiento de AIB en la respuesta rizogénica y fisiológica de los brotes P2Rb. 
 
Tratamiento AIB 
4,9 mM/1min 75 µM/24h 
Enraizamiento (%) 94,4 ± 3,2 a 85,0 ± 4,7 a 
Emergencia (d) 11,3 ± 0,7 a 10,0 ± 0,6 a 
Nº raíces 8,4 ± 0,9 b 4,3 ± 0,1 a 
Nº RFC 4,6 ± 1,5 b 0,1 ± 0,0 a 
Longitud (mm) 26,3 ± 1,8 a 29,3 ± 0,6 a 
Raíces laterales (%)  93,9 ± 3,6 a 87,0 ± 3,8 a 
Callo (%) 87,0 ± 4,9 a 96,3 ± 3,7 a 
Necrosis (%) 53,7 ± 12,1a 66,4 ± 12,1a 
RC (%) 0,0 ± 0,0 a 33,6 ± 12,11b 
Los datos representan valores medios ± error estándar de tres replicados biológicos con 18 
explantos cada uno. Para cada parámetro, los valores con la misma letra no son 





1.2. EFECTO DEL TIEMPO DE EXPOSICIÓN CON NPA EN LA CAPACIDAD 
RIZOGÉNICA DE LOS BROTES 
Para el estudio del efecto del NPA en la capacidad rizogénica de castaño evaluamos la 
aplicación de 50 μM de NPA durante 5, 8 y 30 días en los brotes P2Rb tratados con AIB. 
Como se muestra en la Tabla 18, en los brotes tratados mediante “dipping” la aplicación de 
NPA durante 5 y 8 días no alteró significativamente el porcentaje de enraizamiento pero 
retrasó la emergencia de las raíces (5 y 6 días, respectivamente). Este retraso fue todavía 
mayor (9 días) al mantener el tratamiento de NPA durante 30 días, reduciendo también la 
capacidad rizogénica de los brotes (94,4% vs 53,7%). Del mismo modo, al prolongar el 
tiempo de aplicación del NPA se observó una reducción en el número y longitud de las raíces, 
mientras que el porcentaje de raíces desarrolladas fuera del callo basal aumentó hasta alcanzar 
el 95%. Por el contrario, el NPA no afectó a la capacidad de desarrollo de RLs ni modificó 
otros aspectos fisiológicos con respecto a los brotes tratados exclusivamente con AIB, tales 
como el desarrollo de callo basal, la necrosis apical y la capacidad de los brotes de 
reemprender el crecimiento. 
Tabla 18:  Efecto del tiempo de aplicación de NPA (50 μM) en la respuesta rizogénica y 
fisiológica de los brotes P2Rb tratados con AIB 4,9 mM/1min.  
 Tratamiento NPA 
Tiempo (días)  0 d 5 d 8 d 30d 
Enraizamiento (%) 94,4 ± 3,2 a 87,0 ± 2,0 a 94,3 ± 5,0 a 53,7 ± 1,9 b 
Emergencia (d)  11,3 ± 0,7 a 16,0 ± 0,7 b 17,0 ± 0,6 b 19,8 ± 0,7 c 
Nº raíces 8,4 ± 0,9 b 6,6 ± 0,6 b 7,1 ± 0,9 b 3,8 ± 0,3 a 
Nº RFC 4,6 ± 1,5 a 5,0 ± 0,3 a 5,4 ± 1,1 a 3,6 ± 0,4 a 
Longitud (mm) 26,3 ± 1,8 b 26,5 ± 2,1 b 23,5 ± 2,8 b 13,2 ± 1,3 a 
Raíces laterales (%) 93,9 ± 3,6 a 93,6 ± 0,1 a 88,2 ± 6,5 a 76,7 ± 3,4 a 
Callo (%) 87,0 ± 4,9 a 89,1 ± 1,9 a 100,0 ± 0,0 a 90,7 ± 9,3 a 
Necrosis (%) 53,7 ± 12,1 a 38,8 ±12 a 54,8 ± 16,4 a 66,7 ± 3,4 a 
RC (%) 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
Los datos representan valores medios ± error estándar de tres replicados biológicos con 18 
explantos cada uno. Las diferentes letras, en cada parámetro, representan diferencias 
significativas de acuerdo con el test de Duncan y t de Student (P ≤  0,05).  
 
En la Tabla 19 se muestran los resultados de la aplicación del NPA a los brotes tratados 
con AIB 75 μM. La aplicación de NPA durante 5 días ya provocó una notable inhibición de la 
capacidad rizogénica, reduciendo el porcentaje de enraizamiento desde el 85 al 54%, llegando 
a suprimirse totalmente el enraizamiento de los brotes cuando prolongamos el tratamiento 
durante 30 días. Se observó una correlación directa entre el tiempo de exposición al NPA y la 
inhibición del enraizamiento, en términos de porcentaje de explantos enraizados y tiempo 




la longitud de las raíces. Al igual que ocurrió en los brotes tratados mediante “dipping”, el 
NPA no afectó a la capacidad de desarrollo de callo basal ni a la presencia de necrosis apical. 
El tratamiento con NPA también disminuyó la capacidad de los brotes de reemprender el 
crecimiento, quedando totalmente inhibida en los brotes tratados durante 8 y 30 días. 
Tabla 19:  Efecto del tiempo de aplicación de NPA (50 μM) en la respuesta rizogénica y 
fisiológica de los brotes P2Rb tratados con AIB 75 μM/24h.  
 Tratamiento NPA 
Tiempo (días)  0 d 5 d 8 d 30 d 
Enraizamiento (%) 85,0 ± 4,7 c 54,0 ± 8,1 b 40,0 ± 3,7 b 0,0 ± 0,0 a 
Emergencia (d)  10,0 ± 0,6 a 17,0 ± 1,5 b 22,0 ± 1,3 c - 
Nº raíces 4,3 ± 0,1 c 2,1 ± 0,2 b 2,9 ± 0,4 b 0,0 ± 0,0 a 
Nº RFC 0,1 ± 0,0 a 0,1 ± 0,0 a 0,4 ± 0,1b 0,0 ± 0,0 a 
Longitud (mm) 29,3 ± 0,6 a 31,5 ± 1,8 a 22,5 ± 2,3 b - 
Raíces laterales (%) 87,0 ± 3,8 a 81,0 ± 5,9 a 55,6 ± 5,6 b - 
Callo (%) 96,3 ± 3,7 a 100,0 ± 0,0 a 100,0 ± 0,0 a 100,0 ± 0,0 a 
Necrosis (%) 66,4 ± 12,1 a 76,7 ± 4,7 a 90,3 ± 5 a - 
RC (%) 27,8 ± 9,7 b 2,8 ± 2,8 a 0,0 ± 0,0 a - 
Los datos representan valores medios ± error estándar de tres replicados biológicos con 18 
explantos cada uno. Las diferentes letras, en cada parámetro, representan diferencias 
significativas de acuerdo con el test de Duncan y t de Student (P ≤  0,05).  
 
Tabla 20: Análisis de la varianza de la interacción entre el tratamiento con AIB y el tiempo de 
exposición al NPA. Se establecieron diferencias significativas para P ≤  0,005.  
Fuente de variación g.l. CM F Sig. (0,05)  
 Enraizamiento (%) 
Tratamiento AIB 1 5244,912 107,554 0,000 
Tratamiento AIB 3 2670,792 54,768 0,000 
Interacción 3 396,692 8,135 0,002 
Error 16 48,766   
 Emergencia (d)  
Tratamiento AIB 1 16,820 6,854 0,020 
Tratamiento AIB 3 102,134 41,743 0,000 
Interacción 2 13,791 5,620 0,016 
Error 14 2,454   
 Longitud  
Tratamiento AIB 1 14,931 1,565 0,229 
Tratamiento AIB 3 640,322 67,097 0,000 
Interacción 3 100,046 10,484 0,000 
Error 16 9,543   
En ambos tratamientos de AIB, el NPA afectó negativamente a la respuesta 
rizogénica de los brotes, pero de forma diferente en cada uno de ellos. El efecto 
inhibidor fue más acusado en el tratamiento con AIB 75 μM, pero en ambos existe 
una correlación entre el tiempo de aplicación del NPA y la inhibición del proceso de EA. 
Además, se corroboró mediante el análisis de la varianza el efecto de la 
interacción entre los tratamientos de AIB y de NPA. La interacción de  ambos 




emergencia de las raíces y su longitud. El resto de parámetros no pudo ser 
evaluado al no presentar homogeneidad de varianzas (Tabla 20). 
1.3. CAPACIDAD RIZOGÉNICA DE DIFERENTES TIPOS DE EXPLANTOS  
Con el fin de describir un sistema experimental en castaño , simple y 
alternativo al de brotes,  para estudiar marcadores moleculares implicados en el 
proceso de inducción de RAs, se evaluó y comparó la capacidad rizogénica de 
tres tipos de explantos: brotes, hojas y secciones de hojas de la línea P2Rb (Fig. 
10). En ensayos preliminares con hojas, se evaluaron diferentes tratamientos con 
AIB para determinar las condiciones óptimas para el EA y se seleccionó para este 
estudio el tratamiento con AIB 25 μM durante 5 días en condiciones de 
oscuridad. La inducción en brotes se llevó a cabo , como ya se ha mencionado 
anteriormente, aplicando AIB 4,9 mM mediante “dipping”.  
En la Tabla 21, se muestra que el porcentaje de enraizamiento de los brotes P2Rb y de las 
hojas procedentes de estos brotes fue similar, superior al 90%, mientras que en las secciones 
de hojas fue significativamente menor (69%). Esta reducción fue independiente del tipo de 
segmento empleado: apical, medio o basal (Fig. 10). Sin embargo, la emergencia de las raíces 
no se vio afectada por el tipo de explanto utilizado y tuvo lugar a los 11-12 días. Se 
observaron diferencias estadísticamente significativas en el número medio de raíces 
desarrolladas en cada tipo de explanto, siendo los brotes los que desarrollaron un número 
mayor de raíces, 8 frente a 4 en las hojas completas y 3 en las secciones de hojas. Por el 
contrario, la longitud de las raíces fue significativamente mayor en hojas que en brotes y en 
secciones de hojas. Además se analizó el patrón de desarrollo de las raíces, diferenciando el 
número de raíces originadas en la parte basal de los explantos (donde se produce el desarrollo 
del callo originado por el efecto de corte) o fuera de esta área. En los brotes aproximadamente 
la mitad de las raíces emergieron a lo largo del tallo, mientras que en las hojas las raíces se 
originaron mayoritariamente (87 y 97%) en la zona del corte (Tabla 21 y Fig. 11). 
El uso de hojas como explantos para llevar a cabo estudios del proceso de enraizamiento 
ofrece ciertas ventajas: 1) la focalización de la respuesta rizogénica en el área del peciolo, 2) 
el incremento del número potencial de muestras ya que por cada brote se obtienen de 3 ó 4 
hojas, 3) reducción de la complejidad del tejido analizado y 4) exclusión de otros procesos de 






Figura 10: Respuesta rizogénica de los diferentes explantos de la línea P2Rb a los 30 días tras el tratamiento 
auxínico cultivados en medio GD⅓. (A) Brote tratado con AIB 4,9 mM/1min. (B) Hojas y (C) Secciones de 
hojas tratadas con AIB 25 µM/5d incorporado en el medio de cultivo. 
Tabla 21:  Respuesta rizogénica y fisiológica de los diferentes tipos de explantos. Los brotes se 
trataron con AIB 4,9 mM/1min y las hojas y las secciones de hojas con AIB 25 µM /5d.  
 Explantos 
 Brotes Hojas Secciones de hojas  
Enraizamiento (%) 96,3 ± 1,9 b 92,6 ± 4,9 b 69,1 ± 5,0 a 
Emergencia (d) 12,7 ± 0,2 a 12,1 ± 1,6 a 11,1 ± 0,2 a 
Nº raíces 7,6 ± 0,3 c 4,1 ± 0,4 b 2,9 ± 0,2 a 
Nº RFC 4,9 ± 1,1 b 0,6 ± 0,4 a 0,1 ± 0,0 a 
Longitud (mm) 26,3 ± 1,0 a 42,1 ± 4,8 b 25,2 ± 0,8 a 
Raíces laterales (%) 94,2± 0,1 a 91,6 ± 4,2 a 60,2 ± 12,9 a 
Callo (%) 96,3 ± 1,8 a 100,0 ± 0,0 a 90,1 ± 3,3 a 
Los datos representan valores medios ± error estándar de tres replicados bioló gicos con 18 
explantos cada uno. Las diferentes letras, en cada parámetro, representan diferencias 
significativas de acuerdo con el test de Duncan y t de Student (P ≤ 0,05).  
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1.3.1. Efecto del estado ontogenético de los explantos en la capacidad 
rizogénica 
El estado ontogenético del individuo es uno de los factores determinantes de su capacidad 
rizogénica. Con el fin de comprobar si este sistema experimental de hojas permite evaluar la 
pérdida de capacidad rizogénica asociada a la maduración del individuo, se comparó la 
capacidad rizogénica de los brotes de castaño de las líneas P2Rb y P2C con la de hojas 
derivadas de ellos. Como se observa en la Figura 12, los diferentes explantos (brotes y hojas) 
de la misma línea de cultivo, es decir, con el mismo estado ontogenético (juvenil o adulto), 
exhiben una cinética de enraizamiento muy similar. El material adulto (línea P2C) alcanzó 
menos del 10% de enraizamiento, mientras que el material de la línea P2Rb, que conserva las 
características propias de individuos juveniles, superó el 90% de enraizamiento. La formación 
de raíces en las hojas de P2C fue ocasional y esporádica, en cuyo caso se desarrolló una sola 
raíz gruesa, corta y sin RLs (Fig. 13).  
 
Figura 12: Efecto del estado ontogenético en la cinética del enraizamiento de brotes y hojas de las dos líneas del 
clon P2: P2Rb y P2C. La auxina en los brotes se aplicó mediante la inmersión basal en una solución de AIB 4,9 








Figura 13: Efecto del estado ontogenético en la 
formación de raíces adventicias en hojas de castaño de la 
línea P2Rb (izquierda) y P2C (derecha) a los 30 días tras 































Todo parece apuntar a que este sistema experimental de hojas, permitirá estudiar la 
respuesta fisiológica, bioquímica y molecular de individuos juveniles y adultos de castaño 
durante el EA. 
1.4. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO Y DEL NPA EN LA CAPACIDAD 
RIZOGÉNICA DE HOJAS 
En base a los resultados anteriores, una vez fijada la concentración de auxina 
(AIB 25 μM/5d) para inducir la formación de raíces en hojas, evaluamos el efecto 
de dos medios minerales de cultivo (GD⅓ y MS½), así como el efecto de la 
aplicación de NPA (50 μM/5d) en la respuesta rizogénica de las hojas de la línea 
P2Rb. Como se puede ver en la Figura 14 y en la Tabla 22, el medio basal afectó 
al tiempo requerido para que tenga lugar la emergencia de las raíces  y también a 
la formación de RLs. Al emplear el medio GD la emergencia de las raíces fue 
ligeramente más rápida (Fig. 14). En ambos casos, la presencia de NPA en el 
medio de cultivo redujo significativamente el porcentaje de enraizamiento, 
retrasó la emergencia de las raíces (entre 4 y 6 días), redujo el número de raíces 
desarrolladas (mostrando diferencias significativas únicamente cuando se empleó 
el medio MS) y su longitud (P ≤ 0,01).  
En general las raíces se focalizaron en el área basal del peciolo, pero la 
morfología de las raíces fue bastante diferente; en el medio GD se desarrollaron 
raíces algo más cortas pero con más RLs, frente a raíces más largas y gruesas 
formadas en el medio MS (Fig. 15). Finalmente, en los explantos tratados con 
AIB y NPA simultáneamente y cultivados en el medio MS, tuvo lugar una 
pérdida de capacidad proliferativa ya que disminuyó ligeramente, aunque no 
significativamente, el porcentaje de explantos que desarrollaron callo basal en l a 
región de corte. Ninguno de los parámetros evaluados se vio afectado por la 
interacción entre ambos factores (P ≤ 0,05) (Tabla 23). En base a estos resultados 
se seleccionó el medio GD para analizar el efecto del NPA en estudios 
posteriores, debido a que en este medio, el efecto inhibidor en la capacidad 
rizogénica fue más acusado y a que los explantos presentaban mejor calidad del 








Figura 14:  Efecto del NPA y el medio de cultivo sobre la cinética de enraizamiento de las hojas P2Rb. Las 
hojas se trataron con AIB 25 µM/5d en presencia de 0 µM NPA (AIB) ó 50 µM NPA/5d (AIB + NPA) en 




Figura 15:  Efecto del medio de 
cultivo en el desarrollo del 
sistema radicular en hojas  tratadas 
con AIB 25 µM/5d en medio MS½ 
(A) o GD⅓ (B) en oscuridad.  
Seguidamente, las hojas fueron 
transferidas al mismo medio sin 
reguladores de crecimiento y bajo 
condiciones de fotoperiodo de 16h 
de luz.  
 
 
Tabla 22:  Efecto del medio de cultivo  (MS½ o GD⅓) y del NPA en el enraizamiento de las 
hojas. La inducción se llevó a cabo mediante el tratamiento con AIB 25 µM y  en ausencia 
(AIB) o presencia de 50 µM NPA (AIB + NPA) durante 5 días , en oscuridad.  
Medio GD⅓  MS½ 
Tratamiento AIB  AIB + NPA AIB AIB + NPA 
Enraizamiento (%) 85,2 ± 3,7b 22,2 ± 3,2 a 90,7 ± 1,9 b 40,7 ± 4,9 a 
Emergencia (d) 10,3 ± 0,2 a 14,1 ± 1,0 b 12,7 ± 0,6 ab 18,4 ± 0,3 c 
Nº raíces 4,9 ± 0,3 ab 3,3 ± 0,3 a 5,9 ± 0,3 b 3,5 ± 0,6 a 
Nº RFC 0,6 ± 0,2 a 0,7 ± 0,3 a 1,1 ± 0,4 a 1,1 ± 0,6 a 
Longitud (mm) 44,0 ± 2,1b 24,2 ± 3,1 a 50,6 ± 1,6 b 24,2 ± 2,1 a 
Raíces laterales (%) 97,6 ± 2,4 b 85,0 ± 7,7 b 14,0 ± 7,8 a 7,4 ± 7,4 a 
Callo (%) 96,3 ± 1,8 a 88,9 ± 6,4 a 90,7 ± 4,9 a 63,0 ± 8,1 a 
Los datos representan valores medios ± error estándar de tres replicados bioló gicos con 18 
explantos cada uno. Las diferentes letras, en cada parámetro, representan diferencias 
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1.5. EFECTO DEL MOMENTO Y TIEMPO DE APLICACIÓN DEL NPA EN HOJAS 
Con el fin de evaluar el efecto del NPA en la iniciación y desarrollo de los 
primordios radiculares en las hojas, se aplicó NPA 50 μM a diferentes tiempos 
tras la iniciación del tratamiento auxínico. Como se explicó en el apartado de 




tratamiento de forma simultánea con el de AIB (T2), como una vez transcurridas 
24 (T3), 48 (T4), 72 (T5), 96 (T6) y 120 (T7) horas desde el inicio de la 
aplicación de AIB. Además, se realizó un tratamiento en el que tras la aplicación 
de AIB durante 5 días, se prolongó a 25 días el tiempo de exposición al NPA 
(T8).  
 
Figura 16:  Efecto del momento de aplicación de NPA (50 μM) en la cinética del enraizamiento 
de hojas. La inducción del enraizamiento se realizó mediante la aplicación de AIB 25 μM /5d en 
el medio y en oscuridad. En el tratamiento T1 o control, no se aplicó NPA. En los tratamientos 
T2, T3, T4, T5, T6 y T7 se aplicó NPA 50 μM/5d simultáneamente al tratamiento con AIB 
(T2), a las 24h (T3), 48h (T4), 72h (T5), 96h (T6) y 120h (T7) tras la iniciación del 
tratamiento con AIB. En el tratamiento T8 se aplicó el NPA 50 μM /25d tras el tratamiento de 
inducción con AIB 25 μM/5d .   
 
En la Tabla 24 y Figura 16 se muestran los resultados correspondientes a este 
experimento. Se observó un incremento paulatino en el porcentaje de 
enraizamiento a medida que se retrasaba el momento de aplicación del NPA, 
hasta alcanzar los valores máximos cuando el NPA se aplicó tras el tratamiento 
auxínico (T7), con un porcentaje similar al obtenido cuando los explantos fueron 
tratados exclusivamente con AIB (T1). La mayor inhibición del porcentaje de 
enraizamiento tuvo lugar al prolongar el tiempo de su ap licación (T8), así como 
con la aplicación simultánea de AIB y NPA durante 5 días (T2). El NPA provocó 
un retraso de entre 5 y 9 días, independientemente del momento de su aplicación 
y este retraso fue todavía mucho mayor cuando el tratamiento se prolongó a  25 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los datos obtenidos para el resto de parámetros evaluados, a pesar de que 
algunos de ellos muestran diferencias significativas entre los diferentes 
tratamientos, no permiten establecer una correlación directa entre la presencia de 
NPA, el momento de su aplicación y la respuesta rizogénica de los explantos.  
Por lo tanto, este experimento permitió establecer una correlación directa 
entre el porcentaje de hojas que forman RAs y el retraso de la aplicación de NPA. 
Además, estos resultados indican que el momento crítico para la inhibición de la 
inducción del EA son las primeras 48 horas, cuando tiene lugar la 
desdiferenciación celular y las primeras divisiones asimétricas que dan lugar a la 
formación de primordios radiculares.  
2. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE ÓRGANOS Y DEL 
ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO EN CASTAÑO 
Como una primera aproximación, para el posterior análisis de la expresión 
génica y su localización, se realizó un estudio histológico de diferentes órganos y 
del proceso de EA tanto en brotes como en hojas . 
En la Figura 17 se muestra la parte apical del brote (Fig. 17 A y B) y una 
yema axilar (Fig. 17 C y D) recogidos al final del periodo de proliferación de los 
brotes, y un ápice radicular (Fig. 17 E y F) recogido a los 30 días tras la 
inducción del enraizamiento. Los meristemos apical caulinar y axilar aparecen 
protegidos por varias capas de primordios foliares  (pf) y hojas ya desarrolladas 
(hd) entre las cuales se localizan algunos primordios de yemas laterales (yl) que 
comienzan a desarrollarse. Las yemas axilares además presentan unas hojas 
especializadas llamadas brácteas (b). A nivel tisular el meristemo apical (ma), 
que corresponde al punto de crecimiento de los brotes, está formado por células 
meristemáticas que se organizan en dos capas claramente diferenciadas por los 
planos de división de sus células y el destino celular de las mismas. En la parte 
más externa se localizan varias hileras de células que constituyen la túnica (t), 
las cuales darán lugar a la protodermis (pd) y el córtex (c). La capa de células 
más interna, situada debajo de la túnica se denomina corpus (co) cuyas divisiones 
darán lugar al procambium (pc), a partir del cual se desarrollarán los nuevos 
haces vasculares y el meristemo fundamental (mf), que se diferenciará en el resto 




sección transversal del brote (Fig. 17 C) se muestra la organización tisular del 
tallo que presenta una sucesión de capas concéntricas de tejidos diferenciados; la 
epidermis (e), el córtex (c), el cilindro vascular (cv) (formado por floema, 
cambium y xilema (x)) y la médula (m) en la zona más central.  
 
Figura 17:  Meristemo apical del tallo  (A, B), meristemo axilar (C, D) y radicular (E, F) de 
brotes de la línea P2Rb recogidos al final de la fase de multiplicación (A, B, C, D) o a los 30 
días tras la inducción del enraizamiento (E, F). Criosecciones longitudinales (A, B, E, F) y 
transversales (C, D) de10 µm teñidas con azul de toluidina. c: córtex, ca: caliptra,  Ci c -en: 
células iniciales del córtex y la endodermis, co: corpus, col: columela, CQ: centro quiescente 
(delimitado con un circulo blanco), cv: cilindro vascular, e: epidermis, hd: hoj a desarrollada, 
m: médula, ma: meristemo apical, mar: meristemo apical radicular (delimitado en color 
amarillo), mf: meristemo fundamental,  pc: procambium, pd: protodermis, pf: primordios 






El ápice radicular (Fig. 17 E y F) presenta un patrón de distribución celular 
radial en anillos concéntricos formados por la caliptra (ca), la epidermis (e) y las 
células meristemáticas que darán lugar al resto de tejidos. En posición central 
subapical del meristemo apical radicular (mar) se encuentra el centro quiescente 
(CQ), que dirige el crecimiento de la raíz organizando las divisiones de l as 
células que lo rodean. El CQ está rodeado de las células madre o iniciales y 
típicamente meristemáticas, las cuales mediante divisiones asimétricas, 
mantendrán el nicho de células madre y darán lugar al resto de tejidos. Hacia la 
zona de proliferación de la raíz, se origina el procambium (pc) que dará lugar a la 
estela de la raíz compuesta por el periciclo, los tejidos vasculares y la médula. 
Las células madre que rodean al CQ, situadas hacía el ápice de la raíz son las que 
darán lugar a las células iniciales del córtex,  y la endodermis (Ci c-en), la 
epidermis y la columela (col). Hacia la zona basal (con los tejidos ya 
diferenciados), la raíz se compone de capas celulares concéntricas que forman la 
epidermis (e), el córtex (c), le endodermis, el periciclo y el cilindro vascular 
(cv). 
Dado que en este trabajo se evalúan diferentes aspectos del EA, también se 
llevó a cabo un estudio histológico de este proceso. En la Figura 18 se muestran 
secciones transversales de hojas, tratadas con auxina sin formación de primordios 
(Fig. 18 A, B) y mostrando la formación de primordios (Fig. 18 C, D), de un 
brote con un primordio de RA (Fig. 18 E) y la sección longitudinal de una raíz 
con un primordio de RL (Fig. 18 F). El peciolo de la hoja presenta una 
organización tisular similar a la del tallo y en este caso, debido al tratamiento 
auxínico hay proliferación celular principalmente en la zona del córtex ( Fig. 18 
A, B). Los primordios de RAs, tanto en hojas (Fig. 18 C, D) como en brotes (Fig. 
18 E), siguen el mismo proceso de desarrollo y se originan a parti r de los mismos 
tipos celulares, células del cambium y/o células parenquimáticas 
interfasciculares. A medida que progresa el desarrollo de los primordios, estos 
mantienen la conexión con el sistema vascular a partir del cual se han iniciado. 
Como se muestra en la Figura 18, la estructura de los primordios de RLs (Fig. 18 
F) y de RAs (Fig. 18 C, D, E) es similar, a pesar de originarse a partir de tipos 






Figura 18:  Secciones transversales de peciolos de hojas de la línea P2Rb (A, B, C, D) y de 
bases de brotes tratados con auxina (E) mostrando la presencia de primordios de raíz (C,  D, E). 
Sección longitudinal de una ra íz mostrando un primordio  de raíz lateral (F). Las muestras 
fueron recogidas a los 10 días tras la inducción del enraizamiento  y las criosecciones de 10 µm 
fueron teñidas con azul de toluidina. c: córtex, ca: caliptra, cam: cambium, cv: cilindro 
vascular, e: epidermis, f:  floema, m: medula, l: limbo, pra: primordio de raíz adventicia, prl: 
primordio de raíz lateral, vm: vena media, x: xilema,  
 
Finalmente se evaluó el efecto del momento de aplicación del NPA en el 
desarrollo de los primordios de raíz. Para ello se tomaron muestras a los 10 días 
tras el tratamiento con AIB (Fig. 19 A), tratadas con AIB y NPA 
simultáneamente (Fig. 19 B) y a las que se aplicó AIB durante 5 días y 
posteriormente fueron transferidas a un medio con NPA durante otros 5 días (Fig. 




primordios completamente desarrollados y emergiendo del córtex. Como ya se 
mencionó en el apartado 1.5, al aplicar AIB y NPA simultáneamente, la 
formación de raíces es infrecuente, sin embargo en los pocos casos en los que 
tiene lugar la aparición del primordio, este presenta un estado de desarrollo 
similar, aunque con cierto retraso, al de las muestras tratadas con AIB (Fig. 1 9 
B). Por el contrario, cuando el NPA se aplica tras el tratamiento de AIB, tiene 
lugar un gran retraso en el desarrollo de los primordios, de forma que a los 10 
días solamente se encontraron pequeños grupos de células meristemáticas o 
meristemoides comenzando a proliferar (Fig. 19 C).  
 
 
Figura 19:  Efecto del NPA 50 µM sobre el desarrollo de primordios en hojas de castaño  a los 
10 días tras la iniciación del tratamiento de inducción con AIB  (25 µM/5d). Las muestras 
fueron tratadas con AIB (A); simultáneamente con AIB y NPA durante 5 días (B), y tratadas 
con AIB y posterior transferencia a NPA durante otros 5 días (C).  Las criosecciones (10 µm) 
fueron teñidas con azul de toluidina. En C, la flecha muestra un meristemoide incipiente .  
 
3. CARACTERIZACIÓN DE SECUENCIAS GÉNICAS  
Como se ha señalado en Material y Métodos, empleando las técnicas de RACE y PCR y 
utilizando cebadores específicos de genes candidatos de otras especies, se obtuvieron las 
secuencias codificantes de los genes CsSCL3, CsSHR1, CsGH3-2, CsUGT y CsENOD93 y las 
secuencias parciales CsSHR2 y CsSCR1. Se trata de putativos genes implicados en procesos 
de desarrollo y en el EA, que serán caracterizados mediante el análisis de homologías, la 
identificación de dominios conservados, el establecimiento de relaciones filogenéticas y el 
análisis de su expresión. 
3.1. FAMILIA GRAS 
Se han identificado cuatro secuencias génicas que codifican para proteínas de la familia 
GRAS, ya que en todas ellas, en el extremo carboxi-terminal se localizaron los cinco motivos 




3.1.1. Castanea sativa SCARECROW-Like 3 (CsSCL3) 
Se obtuvo una secuencia de 2011 pares de bases, que denominamos CsSCL3 (Castanea 
sativa SCARECROW like 3). Esta secuencia codifica para una proteína predicha de 580 
aminoácidos, con una masa molecular teórica de 64,93 KDa y un punto isoeléctrico de 4,94. 
La secuencia nucleotídica, además de la parte codificante incluye 42 pb en la región 5´UTR y 
un fragmento de 224 pb en la región 3´UTR que contiene la cola de poli-A. En la Figura 20 se 
muestra la secuencia de nucleótidos, donde se localizan los cebadores utilizados en las 
reacciones de RACE y en el análisis de expresión mediante qPCR, así como los codones de 
iniciación y de terminación. En la misma figura, debajo de la secuencia de nucleótidos y en 
letras mayúsculas se muestra la secuencia deducida de aminoácidos. La proteína CsSCL3 se 
caracteriza por presentar en la región amino-terminal, antes de que comience el dominio 
GRAS, una región rica en ácido aspártico. La posible estructura secundaria de la proteína, 
indica que en esa región se puede formar una cremallera de leucina con una hélice α 
(EDKMRLKLQELERALLEDNDD). En la proteína se localizaron cuatro posibles puntos de 
N-miristoilación, diez de fosforilación de la proteína quinasa C (nueve de fosfoserina y uno de 
fosfotreonina), siete de fosforilación de la caseína quinasa II (cinco de fosfoserina y dos 
fosfotreonina), uno de N-glicosilación y uno de fosforilación de la tirosina quinasa. 
   1 gaagcagccttcctctaacactcagcaagttagaacaaagccatgtctttagttagggct 
                                                M  S  L  V  R  A    6 
  60 gcagggctatctgcgacatcatatagaaattccaagctctattcgctaaaggggagtgat 
      A  G  L  S  A  T  S  Y  R  N  S  K  L  Y  S  L  K  G  S  D   26 
 121 gacagccccagcttgtccacccaaatattaggttctgataagcataagactatatatgtg 
      D  S  P  S  L  S  T  Q  I  L  G  S  D  K  H  K  T  I  Y  V   46 
 181 actgattcttactccagtgaaagttatgagaagtatttccttgactccccaacagaagaa 
      T  D  S  Y  S  S  E  S  Y  E  K  Y  F  L  D  S  P  T  E  E   66 
 241 cttatacagccatctaattctggcatttctggaaattcatttcatccaaatggcatctcc 
      L  I  Q  P  S  N  S  G  I  S  G  N  S  F  H  P  N  G  I  S   86 
 301 atgggcactcgaaacccatttgacacttctttgatgtccctgaggcatcgtgatgcctat 
      M  G  T  R  N  P  F  D  T  S  L  M  S  L  R  H  R  D  A  Y  106 
 361 caatccaactttgaatcggattacttggaaagccaaagcccagatccaatagactatgat 
      Q  S  N  F  E  S  D  Y  L  E  S  Q  S  P  D  P  I  D  Y  D  126 
 421 gaagataagatgagactgaagcttcaagaattggaaagagcactgcttgaagataatgat 
      E  D  K  M  R  L  K  L  Q  E  L  E  R  A  L  L  E  D  N  D  146 
 481 gatgatgatgatgacgatgatgatgatgacatttttggtacagatcacagcatggaaatt 
      D  D  D  D  D  D  D  D  D  D  I  F  G  T  D  H  S  M  E  I  166 
 541 gatggtgaatgggctgacccagttcacaacacattgctccatgactctcctaaggaatct 
      D  G  E  W  A  D  P  V  H  N  T  L  L  H  D  S  P  K  E  S  186 
 601 tcatctacagattcaaacctcagtagcatcagcagcaacaaggaagtatcacaagtatct 
      S  S  T  D  S  N  L  S  S  I  S  S  N  K  E  V  S  Q  V  S  206 
 661 actcgtactcccagacaaatgctacttgattgtgctggtgcacttgcagatggaaacatc 
      T  R  T  P  R  Q  M  L  L  D  C  A  G  A  L  A  D  G  N  I  226 
 721 atggaagcatcagctatgataaataacctccgaaacatggtctcaatccagggggatcct 
      M  E  A  S  A  M  I  N  N  L  R  N  M  V  S  I  Q  G  D  P  246 
 781 cctcagaggattgcagcctacatggtggaaggtcttgcagctcgcatggcttcctctggc 
      P  Q  R  I  A  A  Y  M  V  E  G  L  A  A  R  M  A  S  S  G  266 
 841 aaatgtctttataatgctctaaaatgcaaagagcccccctcttctgaccggcttgcagcc 




 901 atgcagatcctcttcgaggtgtgcccttgttttaaatttggatttatggcagcaaatggt 
      M  Q  I  L  F  E  V  C  P  C  F  K  F  G  F  M  A  A  N  G  306 
 961 gcaatgatagaggcatttaaagatgagaaaagagtccatatagtagatttcgatatcaac 
      A  M  I  E  A  F  K  D  E  K  R  V  H  I  V  D  F  D  I  N  326 
1021 caagggagtcaatatataacactgatacaaacaattgccaataacctagggaagccaccc 
      Q  G  S  Q  Y  I  T  L  I  Q  T  I  A  N  N  L  G  K  P  P  346 
1081 catgtgagattaactgggattgatgaccctgagtcaattcaacgttccgttggaggccta 
      H  V  R  L  T  G  I  D  D  P  E  S  I  Q  R  S  V  G  G  L  366 
1141 aaaattattggacaaagactggagaagctagcagaagcacttaaggtaccatttgagttc 
      K  I  I  G  Q  R  L  E  K  L  A  E  A  L  K  V  P  F  E  F  386 
1201 cgagctgtggcatcaaaaacttcaataataactccatcaatgcttaattgtcgaccagga 
      R  A  V  A  S  K  T  S  I  I  T  P  S  M  L  N  C  R  P  G  406 
1261 gaagcacttttggtgaactttgcctttcaacttcaccacatgccagatgagagtgtgtca 
      E  A  L  L  V  N  F  A  F  Q  L  H  H  M  P  D  E  S  V  S  426 
1321 acagtaaaccagcgagaccagcttcttcggatggttaagagcctaaatccaaaacttgtt 
      T  V  N  Q  R  D  Q  L  L  R  M  V  K  S  L  N  P  K  L  V  446 
1381 actgttgttgaacaagatgtgaacacaaacacagctccatttttgcctagattcgttgaa 
      T  V  V  E  Q  D  V  N  T  N  T  A  P  F  L  P  R  F  V  E  466 
1441 gcatacaattactattcagctgtttttgagtctcttgatgcaactctcccaagggagagt 
      A  Y  N  Y  Y  S  A  V  F  E  S  L  D  A  T  L  P  R  E  S  486 
1501 caagatagaatgaatgttgaaaggcagtgcctggcacgggacattgtaaacatcgttgcg 
      Q  D  R  M  N  V  E  R  Q  C  L  A  R  D  I  V  N  I  V  A  506 
1561 tgtgaaggagaggagaggatagagcggtatgaggtagcaggcaaatggagggcaaggatg 
      C  E  G  E  E  R  I  E  R  Y  E  V  A  G  K  W  R  A  R  M  526 
1621 acaatggctggtttcacttcatgtcccatgggaccaaaagtgattgatacaatccaaaat 
      T  M  A  G  F  T  S  C  P  M  G  P  K  V  I  D  T  I  Q  N  546 
1681 ctaattagggagtattgtgacaggtacaagctgaagaaggaaatgggtgcacttcatttt 
      L  I  R  E  Y  C  D  R  Y  K  L  K  K  E  M  G  A  L  H  F  566 
1741 gggtgggaagaaaaaaacttgattgttgcttcagcatggaggtgatatgtatacatcatt 
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Figura 20: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsSCL3. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de qPCR 
están subrayados. En rojo se indican los codones de iniciación (ATG) y de terminación (TGA). Se representa en 
mayúsculas la secuencia aminoácidos, en amarillo una región rica en residuos de ácido aspártico, y en letras 
azules la cremallera de leucina.  
 
El análisis de la secuencia mediante BLASTP reveló una alta homología de la secuencia 
CsSCL3 con la codificada por el gen AtSCL1 de Arabidopsis thaliana, que utilizamos de 
referencia para el alineamiento y la identificación de los residuos conservados. En la Tabla 25 
se muestran las proteínas con mayor nivel de homología con nuestra secuencia, la mayoría de 
ellas denominadas como SCL1 en diferentes especies, entre ellas varias leñosas como el 
naranjo y el chopo. Cabe destacar, la alta homología con la secuencia “Chitin-inducible 
gibberellin-responsive protein” de ricino. En castaño, hemos denominado esta secuencia 
como CsSCL3, dado que ya se describió previamente otro gen de la familia GRAS con el 
nombre CsSCL1 (Sánchez et al., 2007). Finalmente, se evaluó el desorden intrínseco de la 
proteína que se representa gráficamente en la Figura 21, se observa que los primeros 200 
aminoácidos del extremo amino-terminal, que corresponden a la región previa al dominio 





Tabla 25: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsSCL3. El valor “ident” 
indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|568837782|ref|XP_006472900.1| PREDICTED: scarecrow-like protein 1-like 
[Citrus sinensis] 76% 0,0 
>gi|224066759|ref|XP_002302201.1| SCARECROW-LIKE 1 family protein 
[Populus trichocarpa] 75% 0,0 
>gi|802559293|ref|XP_012066104.1| PREDICTED: scarecrow-like protein 1 
[Jatropha curcas] 77% 0,0 
>gi|657949732|ref|XP_008344600.1| PREDICTED: scarecrow-like protein 1 isoform 
X1 [Malus domestica] 76% 0,0 
>gi|255558448|ref|XP_002520249.1| Chitin-inducible gibberellin-responsive protein, 
putative [Ricinus communis] 78% 0,0 
>gi|15218990|ref|NP_173566.1| scarecrow-like protein 1 [Arabidopsis thaliana] 64% 0,0 
Figura 21: Representación gráfica del desorden intrínseco de la proteína CsSCL3 
3.1.2. Castanea sativa SHORT ROOT 1 (CsSHR1) 
Empleando las técnicas de RACE y PCR, se aisló la secuencia codificante de otro gen de 
la familia GRAS. La secuencia identificada consta de 1484 pares de bases y codifica para una 
proteína predicha de 483 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 54,82 KDa y un 
punto isoeléctrico de 5,24. En base al análisis de homología, la denominamos CsSHR1 
(Castanea sativa SHORT ROOT 1). Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos se muestran 
en la Figura 22, donde también se indican los cebadores utilizados para el aislamiento de la 




    1 atggataccttgtttaggctagtcagtcttcaatctgatcaatctttcaactcaagtaga 
       M  D  T  L  F  R  L  V  S  L  Q  S  D  Q  S  F  N  S  S  R    20 
   61 acatcaagcagctctagatcctccagacaaaaccatcactacccacaagaagacgaagaa 
       T  S  S  S  S  R  S  S  R  Q  N  H  H  Y  P  Q  E  D  E  E    40 
  121 tgcttcaactttttcatggatgaagaagacttttcctcgtcttcttctaaacactactat 
       C  F  N  F  F  M  D  E  E  D  F  S  S  S  S  S  K  H  Y  Y    60 
  181 ccttatcatcaacaacaacccaacccttcaaccactaccacccctactctcactcccacc 
       P  Y  H  Q  Q  Q  P  N  P  S  T  T  T  T  P  T  L  T  P  T    80 
  241 accaccacaaacacaaacattagtaccccaactgacttcgatttcaacttcgaattctca 
       T  T  T  N  T  N  I  S  T  P  T  D  F  D  F  N  F  E  F  S   100 
  301 tcaaactgggcacccgaagctctcctcgaaaccgctcgagccattgctgacaagaacagc 
       S  N  W  A  P  E  A  L  L  E  T  A  R  A  I  A  D  K  N  S   120 
  361 aatcgtgtccaacagctcatgtggatgctcaacgaactcagctctccttatggtgacacc 
       N  R  V  Q  Q  L  M  W  M  L  N  E  L  S  S  P  Y  G  D  T   140 
  421 gatcaaaagctcgcttcttatttcctccaagccttgtttagtcgcatgactgactctggt 
       D  Q  K  L  A  S  Y  F  L  Q  A  L  F  S  R  M  T  D  S  G   160 
  481 gagcgttgttatcgaactctagcttccgcttctgacaaaacctgttccttcgagtcaact 
       E  R  C  Y  R  T  L  A  S  A  S  D  K  T  C  S  F  E  S  T   180 
  541 agaaaaacggttttgaagttccaagaagtcagcccttggaccactttcggacatgtagct 
       R  K  T  V  L  K  F  Q  E  V  S  P  W  T  T  F  G  H  V  A   200 
  601 tgtaatggtgcaatcttggaagctctagaaggtgagcctaagttacacatagttgatttc 
       C  N  G  A  I  L  E  A  L  E  G  E  P  K  L  H  I  V  D  F   220 
  661 agcaacacatattgtacccaatggcctactttgcttgaagccttagctacacgcactgac 
       S  N  T  Y  C  T  Q  W  P  T  L  L  E  A  L  A  T  R  T  D   240 
  721 gaaaccccgcatctccatctcaccacagtggtagccaccaaatcaggtggtgtagccgct 
       E  T  P  H  L  H  L  T  T  V  V  A  T  K  S  G  G  V  A  A   260 
  781 gtacaaaaagtaatgaaagagattggtaacagaatggaaaagttcgctagacttatgggt 
       V  Q  K  V  M  K  E  I  G  N  R  M  E  K  F  A  R  L  M  G   280 
  841 gtgcctttcaaattcaatgtcatacaccatgttggtgatctttccgagtttaacttagct 
       V  P  F  K  F  N  V  I  H  H  V  G  D  L  S  E  F  N  L  A   300 
  901 tccgaactagacatcaaagacgatgaagctttagcaatcaactgtgtcaacccgttacac 
       S  E  L  D  I  K  D  D  E  A  L  A  I  N  C  V  N  P  L  H   320 
  961 tccaccacaaccgttgacaaccgccgtgattatctaatatcaaactttcgaagattgcag 
       S  T  T  T  V  D  N  R  R  D  Y  L  I  S  N  F  R  R  L  Q   340 
 1021 ccaaggataatcacagtggtggaagaagaagctgatcttgatgttggggttgatggggcc 
       P  R  I  I  T  V  V  E  E  E  A  D  L  D  V  G  V  D  G  A   360 
 1081 gagtttgtgaaagggttccaagagtgtttgagatggtttagggtttatttggaggctttg 
       E  F  V  K  G  F  Q  E  C  L  R  W  F  R  V  Y  L  E  A  L   380 
 1141 gaggagagcttttcaaaaaccagcaacgagcgcttgatgctcgagcgaggtgctggtcga 
       E  E  S  F  S  K  T  S  N  E  R  L  M  L  E  R  G  A  G  R   400 
 1201 gccatcgtggacttagtggcttgtgctccatcagagtcgatcgagaggcgtgagtcagcg 
       A  I  V  D  L  V  A  C  A  P  S  E  S  I  E  R  R  E  S  A   420 
 1261 gctagatgggctcggagattgcatgtaagtgggttcagtccaatttccttcagtgatgaa 
       A  R  W  A  R  R  L  H  V  S  G  F  S  P  I  S  F  S  D  E   440 
 1321 gtttgtgatgatgtgagagctttgttgaggaggtacaaggaaggttggtcaatgacacag 
       V  C  D  D  V  R  A  L  L  R  R  Y  K  E  G  W  S  M  T  Q   460 
 1381 tgctccgatgccggaatattcttggcgtggaaggatcagccggtggtgtgggccagtgca 
       C  S  D  A  G  I  F  L  A  W  K  D  Q  P  V  V  W  A  S  A   480 
 1441 tggaggccttgacaactatggcggtgcgtaccttctttacacgc                 1484  
       W  R  P                                                      483 
Figura 22: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsSHR1. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de qPCR 
están subrayados. En rojo se indican los codones de iniciación (ATG) y de terminación (TGA). Se representa en 
mayúsculas la secuencia de aminoácidos y en amarillo una región rica en residuos de treonina.  
 
localizó el dominio GRAS, con los cinco motivos característicos conservados, aunque en este 
caso difieren ligeramente de lo descrito por Pysh (1999), como se detallará más adelante. En 
la secuencia proteica también se encontró una región rica en treonina en el extremo amino-




proteína quinasa C (siete de fosfoserina y dos de fosfotreonina), diez de fosforilación de la 
caseína quinasa II (tres de fosfoserina y siete de fosfotreonina), dos de N-glicosilación y uno 
de fosforilación de la proteína quinasa dependiente de AMPc o GMPc. 
Tabla 26: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsSHR1. El valor “ident” 
indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|545585434|gb|AET37154.2| GRAS family transcription factor [Quercus suber] 99% 0,0 
>gi|685431527|gb|AIO08306.1| GRAS family transcription factor SHR1, partial 
[Quercus ilex] 99% 0,0 
>gi|731396933|ref|XP_010652703.1| PREDICTED: protein SHORT-ROOT isoform 
X1 [Vitis vinifera] 82% 0,0 
>gi|802645945|ref|XP_012079411.1| PREDICTED: protein SHORT-ROOT 
[Jatropha curcas] 78% 0,0 
>gi|568824103|ref|XP_006466443.1| PREDICTED: protein SHORT-ROOT-like 
[Citrus sinensis] 99% 0,0 
>gi|545585434|gb|AET37154.2| GRAS family transcription factor [Quercus suber] 79% 0,0 
Figura 23: Representación gráfica del desorden intrínseco de la proteína CsSHR1 
Los resultados obtenidos mediante BLASTP (Tabla 26) evidenciaron el elevado grado de 
homología de la proteína deducida de nuestra secuencia con las codificadas por los genes 
aislados en otras fagáceas, como es el caso de Quercus suber (QsSHR) y Q. ilex (QiSHR1). 
Además, CsSHR1 mostró un 61% de homología con la secuencia proteica codificada por el 
gen AtSHR1 de Arabidopsis thaliana, previamente caracterizada y relacionada con la 




secuencia, con un alto grado de desorden en los 100 primeros aminoácidos del extremo amino 
terminal, en la zona previa al dominio GRAS. 
3.1.3. Castanea sativa SHORT ROOT 2 (CsSHR2) 
 Utilizando las técnicas ya descritas y los cebadores específicos, hemos obtenido una 
secuencia de 1195 pares de bases que denominamos CsSHR2 (Castanea sativa SHORT ROOT 
2), que corresponde a la secuencia parcial de una proteína de 398 aminoácidos.  
    1 atggacataactcttttcactccggaagaatcacccttcttccagtccacccagcagagc 
       M  D  I  T  L  F  T  P  E  E  S  P  F  F  Q  S  T  Q  Q  S   20 
   61 aatggtcaggcagcaatagatatgcatagtaacaatcagcctcaaaatagccacacatcg 
       N  G  Q  A  A  I  D  M  H  S  N  N  Q  P  Q  N  S  H  T  S   40 
  121 acaagccgatcatctgattctggtgtgctgcctagtgcatcaggtaaatgggcctcaaga 
       T  S  R  S  S  D  S  G  V  L  P  S  A  S  G  K  W  A  S  R   60 
  181 cttctcaaggagtgtgcacaagctatatccgagaaggactctagcaaaatccatcaactt 
       L  L  K  E  C  A  Q  A  I  S  E  K  D  S  S  K  I  H  Q  L   80 
  241 ctatggatgttgaatgagcttgcttcaccttatggagattgtgatcagaaattagcatct 
       L  W  M  L  N  E  L  A  S  P  Y  G  D  C  D  Q  K  L  A  S  100 
  301 tatttcttacaagctctattttgtaaggccacggagtccggccaacgatgctacaaaaca 
       Y  F  L  Q  A  L  F  C  K  A  T  E  S  G  Q  R  C  Y  K  T  120 
  361 ctaacttcagtggctgaaaagagccactcctttgattcagctaggaaattgatactaaag 
       L  T  S  V  A  E  K  S  H  S  F  D  S  A  R  K  L  I  L  K  140 
  421 ttccaagaggtaagtccatggatgacttttggtcatgtagcttcaaatggtgccattttg 
       F  Q  E  V  S  P  W  M  T  F  G  H  V  A  S  N  G  A  I  L  160 
  481 gaagctttagagggtgagaccaaacttcacataattgatataagcaataccctttgcacc 
       E  A  L  E  G  E  T  K  L  H  I  I  D  I  S  N  T  L  C  T  180 
  541 caatggcctactttgctagaagctttggctacaagaaatgatgacacccctcatttaaag 
       Q  W  P  T  L  L  E  A  L  A  T  R  N  D  D  T  P  H  L  K  200 
  601 cttactgttgtggtgacaactagttcagtcaagtcagtcatgaaggaagtaggtcagaga 
       L  T  V  V  V  T  T  S  S  V  K  S  V  M  K  E  V  G  Q  R  220 
  661 atggaaaagtttgcaagactaatgggagtcccctttgagtttgatgctataatggggcta 
       M  E  K  F  A  R  L  M  G  V  P  F  E  F  D  A  I  M  G  L  240 
  721 aatcatttggcagagctcacaaaagaagtactaggtgttcaagaagatgaagctattgtg 
       N  H  L  A  E  L  T  K  E  V  L  G  V  Q  E  D  E  A  I  V  260 
  781 gtgaattgtattggggccttgagaagagcggaagtagaggaaagaggagctgtgattcaa 
       V  N  C  I  G  A  L  R  R  A  E  V  E  E  R  G  A  V  I  Q  280 
  841 atgttccaatcgcttaggcctcgagttgtgaccattgttgaggaagaagcagacttatca 
       M  F  Q  S  L  R  P  R  V  V  T  I  V  E  E  E  A  D  L  S  300 
  901 agctcaagagatgactttgtgaagtgctttgaagagtgccttaggttctatacattgtac 
       S  S  R  D  D  F  V  K  C  F  E  E  C  L  R  F  Y  T  L  Y  320 
  961 tttgagatgctagaggagagctttgtcccaacaagtaatgagagattattgttggagagg 
       F  E  M  L  E  E  S  F  V  P  T  S  N  E  R  L  L  L  E  R  340 
 1021 gagagctcaaggagcatagttagggttttggcttgtgatgatgaaaaaagtagtgaagaa 
       E  S  S  R  S  I  V  R  V  L  A  C  D  D  E  K  S  S  E  E  360 
 1081 gattgtgagagaagggagagagggagccaatggtctgagaggctcaaggaggcattttca 
       D  C  E  R  R  E  R  G  S  Q  W  S  E  R  L  K  E  A  F  S  380 
 1141 ccagttgggtttagtgatgatgttgtggatgatgtcaaggcattgctaaagaggt     1195 
       P  V  G  F  S  D  D  V  V  D  D  V  K  A  L  L  K  R        398 
  
Figura 24: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsSHR2. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de qPCR 
están subrayados. En rojo se indica el codón de iniciación (ATG). La secuencia de aminoácidos se muestra en 
letras mayúsculas. 
 
La secuencia CsSHR2, está flanqueada por el codón de iniciación en el extremo 5´UTR, 




nucleótidos, donde se localizan los cebadores empleados para la obtención de la secuencia y 
los empleados en las reacciones de qPCR, así como el codón de iniciación. En la misma 
figura, también se incluye la secuencia deducida de aminoácidos, que contiene en el extremo 
carboxi-terminal el dominio GRAS característico de esta familia de proteínas, así como dos 
posibles puntos de N-miristoilación, diez de fosforilación de la proteína quinasa C (nueve de 
fosfoserina y uno de fosfotreonina) y once de fosforilación de la caseína quinasa II (seis de 
fosfoserina y cinco de fosfotreonina). 
Tabla 27: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsSHR2 evaluados 
mediante BLASTP. El valor “Ident” indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la 
homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|685431531|gb|AIO08308.1| GRAS family transcription factor SHR2 [Quercus 
suber] 98% 0,0 
>gi|685431529|gb|AIO08307.1| GRAS family transcription factor SHR2, partial 
[Quercus ilex] 98% 0,0 
>gi|645231491|ref|XP_008222419.1| PREDICTED: protein SHORT-ROOT-like 
[Prunus mume] 82% 0,0 
>gi|743883871|ref|XP_011037138.1| PREDICTED: protein SHORT-ROOT-like 
[Populus euphratica] 81% 0,0 
>gi|158142112|gb|ABW20412.1| short-root [Pinus radiata] 63% 6e-151 
>gi|15235646|ref|NP_195480.1| protein SHORT-ROOT [Arabidopsis thaliana] 55% 7e-131 
 
 




El análisis mediante BLASTP confirmó que se trataba de otro gen SHR diferente al 
descrito previamente.  Al igual que en el caso del gen CsSHR1, las dos secuencias con mayor 
grado de homología con CsSHR2 pertenecen a Q. suber y Q. ilex. El grado de homología con 
la secuencia AtSHR es menor para CsSHR2 que para CsSHR1 (55 vs 61%) (Tabla 27). El 
análisis del desorden intrínseco de la proteína, mostró también una zona de aproximadamente 
50 aminoácidos ubicada en el extremo amino-terminal con el mayor grado de desorden (Fig. 
25). Como en las dos secuencias anteriores, se trata de la región previa al dominio GRAS 
característico de la familia. 
3.1.4. Castanea sativa SCARECROW 1 (CsSCR1) 
Finalmente, dentro de los genes caracterizados en este trabajo pertenecientes a la familia 
GRAS, se obtuvo una secuencia parcial de 1298 pares de bases, que denominamos CsSCR1 
(Castanea sativa SCARECROW 1) y que codifica 442 aminoácidos del extremo carboxi-
terminal de la proteína. En la Figura 26 se muestra la secuencia de nucleótidos del fragmento 
CsSCR1, la ubicación de los cebadores utilizados, y la secuencia deducida de aminoácidos 
codificada por ese fragmento. La secuencia de aminoácidos identificada, presentó el dominio 
completo de la familia GRAS con los cinco motivos conservados y parte del extremo amino-
terminal. En la secuencia proteica se identificaron nueve posibles puntos de N-miristoilación, 
seis de fosforilación de la proteína quinasa C (tres de fosfoserina y tres de fosfotreonina), 
ocho de fosforilación de la caseína quinasa II (tres de fosfoserina y cinco de fosfotreonina), 
dos de N-glicosilación, uno de fosforilación de la tirosina quinasa, uno de fosforilación de la 
proteína quinasa dependiente de AMPc o GMPc y un punto de amidación. También se ha 
localizado una cremallera de leucina. 
   1 actctttcccccctccctaccgcttcccctagccctaccgtccaagttcaattgcaagat 
      T  L  S  P  L  P  T  A  S  P  S  P  T  V  Q  V  Q  L  Q  D   20 
  61 gagcaacaacgacaggaaaactctccccctccagatactgcaatattaatgccgcctact 
      E  Q  Q  R  Q  E  N  S  P  P  P  D  T  A  I  L  M  P  P  T   40 
 121 actactactagtgcgaccaccccaactaatattgtccatacaaccagagagaagaaagaa 
      T  T  T  S  A  T  T  P  T  N  I  V  H  T  T  R  E  K  K  E   60 
 181 gagatgcgtcagcagaagagggatgaacaaggcttacacctcctcaccttgctcttgcaa 
      E  M  R  Q  Q  K  R  D  E  Q  G  L  H  L  L  T  L  L  L  Q   80 
 241 tgcgccgaagctgtttccgctgataattttgaggaagcaaacaacatgcttctggagatt 
      C  A  E  A  V  S  A  D  N  F  E  E  A  N  N  M  L  L  E  I  100 
 301 tccgaactttcaacgccttttggtactgccgcgcagcgtgtggctgcatatttctccgag 
      S  E  L  S  T  P  F  G  T  A  A  Q  R  V  A  A  Y  F  S  E  120  
 361 gccatgtccgcaagactggtgagctcgtgcctcggaatatatgggtcgctgcccaattca 
      A  M  S  A  R  L  V  S  S  C  L  G  I  Y  G  S  L  P  N  S  140 
 421 ggccatagttatggccaaaagatggcttctgcctttcaagtattcaatggcatcagcccc 
      G  H  S  Y  G  Q  K  M  A  S  A  F  Q  V  F  N  G  I  S  P  160 
 481 ctcgtcaagttttctcaccgagccaatcaggctatacaggaagcattcgagagggaggaa 
      L  V  K  F  S  H  R  A  N  Q  A  I  Q  E  A  F  E  R  E  E  180 
 541 agagttcacatcattgatctagacatcatgcaaggtctccagtggcctggtctctttcac 





 601 atccttgcttctagacccggaggtccgccctatgtgcgcctcaccggcctaggaacctcc 
      I  L  A  S  R  P  G  G  P  P  Y  V  R  L  T  G  L  G  T  S  220 
 661 atggatgctctcgaggctactggcaagcgcttgtctgatttcgccgagaaattaggcctt 
      M  D  A  L  E  A  T  G  K  R  L  S  D  F  A  E  K  L  G  L  240 
 721 ccctttgagttcattcctctcgcagataaacccggcaatttggacccagagaggcttaat 
      P  F  E  F  I  P  L  A  D  K  P  G  N  L  D  P  E  R  L  N  260 
 781 gtcagcaagagggaagccgttgctgttcactggttgcagcattccctttacgatgtcact 
      V  S  K  R  E  A  V  A  V  H  W  L  Q  H  S  L  Y  D  V  T  280 
 841 ggttccgacaccaatatgctgtggcttttgcagagattggcaccaaaagttgtgacggtg 
      G  S  D  T  N  M  L  W  L  L  Q  R  L  A  P  K  V  V  T  V  300 
 901 gtagagcaggacctgagccacgcaggttcattcctgggaaggtttgtggaggcaatacac 
      V  E  Q  D  L  S  H  A  G  S  F  L  G  R  F  V  E  A  I  H  320 
 961 tactactcggcactgttcgattcactcggggcaagctacggagaggagagcgaggaaagg 
      Y  Y  S  A  L  F  D  S  L  G  A  S  Y  G  E  E  S  E  E  R  340 
1021 cacgtggtagagcagcagttgctatcgagggagatccggaatgtgctggctgttgggggc 
      H  V  V  E  Q  Q  L  L  S  R  E  I  R  N  V  L  A  V  G  G  360 
1081 ccatcgaggagtggagaggtgaagttccataactggagggagaagctgcagcagtcgggg 
      P  S  R  S  G  E  V  K  F  H  N  W  R  E  K  L  Q  Q  S  G  380 
1141 ttcaagtccctctctttggctgggaatgctgccacccaggccaccctgcttcttggtatg 
      F  K  S  L  S  L  A  G  N  A  A  T  Q  A  T  L  L  L  G  M  400 
1201 ttcccttccgatggttacaccttggttgaggacaatggcaccctcaagcttggttggaaa 
      F  P  S  D  G  Y  T  L  V  E  D  N  G  T  L  K  L  G  W  K  420 
1261 gacctttgcttgctcactgcttctgcctggaggccttt                      1298 
      D  L  C  L  L  T  A  S  A  W  R  P                          432 
Figura 26: Secuencia parcial de nucleótidos y de aminoácidos deducida del ADNc CsSCR1. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja (CsSCR Rv1 y CsSCR Rv2). Se representa en 
mayúsculas la secuencia de aminoácidos y en amarillo una cremallera de leucina. 
 
Tabla 28: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsSCR1. El valor “Ident” 
indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|743941104|ref|XP_011015033.1| PREDICTED: protein SCARECROW-like 
[Populus euphratica] 92% 0,0 
>gi|802777724|ref|XP_012090957.1| PREDICTED: protein SCARECROW 
[Jatropha curcas] 83% 0,0 
>gi|225439035|ref|XP_002264349.1| PREDICTED: protein SCARECROW [Vitis 
vinifera] 92% 0,0 
>gi|694390723|ref|XP_009370922.1| PREDICTED: protein SCARECROW 1-like 
[Pyrus x bretschneideri] 90% 0,0 
>gi|657957631|ref|XP_008370319.1| PREDICTED: protein SCARECROW-like 
[Malus domestica] 90% 0,0 
>gi|15232451|ref|NP_190990.1| protein SCARECROW [Arabidopsis thaliana] 83% 0,0 
El análisis de la secuencia aminoacídica mediante BLASTP, mostró que podría tratarse 
del gen SCR característico de esta familia génica, ya que presentó una alta homología con la 
proteína AtSCR caracterizada en Arabidopsis thaliana. El resto de proteínas que mostramos 
en la Tabla 28 son proteínas SCR o “tipo -SCR” de especies leñosas más o menos próximas 




aislar la secuencia completa, por lo que de momento tampoco se han llevado a cabo otros 
estudios de expresión y caracterización. 
3.1.5. Análisis filogenético  
Con el fin de analizar más en detalle los genes identificados, se procedió al alineamiento 
de las secuencias proteicas con otros miembros de la familia GRAS, algunos de las cuales ya 
han sido caracterizados a nivel funcional. Como se muestra en la Figura 27, en el 
alineamiento se utilizaron las proteínas PeSCL, PtSCL1, CisSCL1, QsSHR, QiSHR1, 
QsSHR2 y QiSHR2 por ser las que presentaban un mayor nivel de homología con las cuatro 
secuencias identificadas en castaño tras realizar el análisis con BLASTP. Se incluyeron 
también las secuencias codificadas por los genes AtSCR, AtSCL1 y AtSHR de Arabidopsis, 
dado que es en esta especie modelo en donde han sido caracterizados y estudiados en más 
profundidad (Di Laurenzio et al., 1996; Pysh et al., 1999; Bolle, 2004) Este alineamiento 
mostró el alto grado de conservación del extremo carboxilo-terminal de las proteínas de la 
familia GRAS y de los aminoácidos característicos de cada uno de los dominios conservados 
que caracterizan dicha familia, incluso entre especies muy alejadas filogenéticamente como 
Arabidopsis. En la secuencia CsSCR, cabe destacar la presencia de la secuencia LXXLL, 
localizada al inicio del motivo “Leucine Heptad  Repeat I” (LHR), una señal de localización 
nuclear de la proteína (NLS). Por otra parte, en CsSHR1 las secuencias VHIID y VRLTG 
características del motivo “VHIID”, al final, presentan sustituciones en varios de sus residuos. 
El motivo “Leucine Hepad Repeat II” está altamente conservado y sin peculiaridades 
reseñables en las 4 secuencias de castaño analizadas. Con relación al motivo PFYRE, en la 
proteína CsSHR1 no se encontró la secuencia característica del comienzo (LLVN), mientras 
que en CsSCL3 se localizó la inserción PDES, que aunque no está presente en todos los genes 
de la familia, cuando aparece está altamente conservada. Finalmente, se localiza el  motivo 
SAW, de nuevo sin peculiaridades en las secuencias descritas. Por otro lado, el extremo 
amino-terminal es altamente divergente entre las cuatro proteínas caracterizadas. En las 
secuencias de Arabidopsis se identificaron 4 motivos conservados característicos de esta 
región y de estos grupos de la familia GRAS (los motivos IV y V en la secuencia AtSCR, el 
motivo XI en la secuencia AtSCL1 y el motivo XII en la secuencia AtSHR).  
Para finalizar, se construyó un árbol filogenético para poder incluir las secuencias 
caracterizadas en castaño dentro de alguno de los grupos en que se subdividió la familia 
GRAS en Arabidopsis (Bolle, 2004; Sun et al., 2011). En el análisis incluimos las proteínas 
de Arabidopsis características de cada uno de estos subgrupos, algunas secuencias de otras 




STAT (HsSRC) que fue utilizada como outgroup. Como se muestra en el árbol filogenético 
que hemos elaborado (Fig. 28), la secuencia CsSCR1 se encuentra en el mismo subgrupo 
(SCR) que AtSCR, en el que se incluyen proteínas implicadas en la regulación de las 
divisiones asimétricas de las células iniciales del córtex y la endodermis durante el desarrollo 
de la raíz (Pysh et al. 1999). Las secuencias CsSHR1 y CsSHR2 se engloban en el mismo 
subgrupo (SHR) que AtSHR, asociado al control de la división celular y la especificación de 
la endodermis (Pysh et al., 1999). Finalmente, CsSCL3 se engloba en el subgrupo PAT1, al 
igual que las proteínas AtSCL1 y AtPAT1 que inhiben la ruta de señalización de la luz del 
fitocromo A (Bolle et al., 2000). 
QsSHR           ------------------------------------------------------------ 
QiSHR1          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR1          ------------------------------------------------------------ 
AtSHR           ------------------------------------------------------------ 
QsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
QiSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSCL3          ------------------------------------------------------------ 
CisSCL1         ------------------------------------------------------------ 
PtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
AtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
CsSCR1          ------------------------------------------------------------ 
PeSCL           MMRKRMASEMMEVQSTITHQNHQRLSRGNIISGTNVYSLSISDNNNNDDDNDVGMTRSTG 60 
AtSCR           ---------MAESGDFNGGQPPPHSPLRTTSSGS---SSSNNRGPPPPPPPPLVMVRKRL 48  
                                                                        
QsSHR           ------------------------------------------------------------ 
QiSHR1          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR1          ------------------------------------------------------------ 
AtSHR           ------------------------------------------------------------ 
QsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
QiSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSCL3          ------------------------------------------------------------ 
CisSCL1         ------------------------------------------------------------ 
PtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
AtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
CsSCR1          ------------------------------------------------------------ 
PeSCL           ASSFTSCSNNNNINPSNPNSILYPVLNYHATTSMLPSSTHLTAITSGGSASLSVSGFLSP 120 
AtSCR           ASEMSSNPDYNNSSRPPRRVSHLLDSNYNTVTPQQPPSLTAAATVSSQPNPP-------- 100   
                                         
QsSHR           -------------------------------MDTLFRLVSLQSDQSFNS--------SRT 21 
QiSHR1          -------------------------------MDTLFRLVSLQSDQSFNS--------SRT 21 
CsSHR1          -------------------------------MDTLFRLVSLQSDQSFNS--------SRT 21 
AtSHR           -------------------------------MDTLFRLVSLQQQQQSDSIITNQSSLSRT 29 
QsSHR2          ---------------------------------MDITLFTPEESPFFQS----------- 16 
QiSHR2          ----------------------------------------------FQS----------- 3 
CsSHR2          ---------------------------------MDITLFTPEESPFFQS----------- 16 
CsSCL3          ----------------MSLVRAAGLSATSYRNSKLYSLKGSDDSPSLS-TQILGSDKHKT 43 
CisSCL1         ----------------MSLVSSPEPSATSYRKTKLYTLKGSGHSSALS-TQAFGSDKHKM 43 
PtSCL1          ----------------MSLVGPAELSATPYGNHKLYSLKGSNDNSGLS-AQIFCPDKRQN 43 
AtSCL1          -MVEQTVVREHIKARVMSLVRSAEP--SSYRNPKLYTLNENGNNNGVSSAQIFDPDRSKN 57 
CsSCR1          ------------------------------------------------------------ 
PeSCL           TILSTNLITSCDDTHTHIHTQSQLPAVCGFSGLPLFPPAEIKRNNIRSNAAADPPPGLIT 180 
AtSCR           ------------------------LSVCGFSGLPVFPSDRGGRNVMMS-----------V 125 
                                                   
QsSHR           SSSSRSSRQ---NHHYPQED--EECFNFFMDEEDFSSSSSRH------------------ 58 
QiSHR1          SSSSRSSRQ---NHHYPQED--EECFNFFMDEEDFSSSSSKH------------------ 58 
CsSHR1          SSSSRSSRQ---NHHYPQED--EECFNFFMDEEDFSSSSSKH------------------ 58 
AtSHR           STTTTGSPQTAYHYNFPQNDVVEECFNFFMDEEDLSSSSSHHNHHNH------------- 76 
QsSHR2          --TQQSNGQ---------------------AAIDMHSNNQPQ------------------ 35 
QiSHR2          --IQQSNGQ---------------------AAIDMHSNNQPQ------------------ 22 




CsSCL3          IYVT-DSYSSESYEKYFLDSPTEELIQ-PSNSGISGNSFHPNGIS--------------- 86 
CisSCL1         MCQT-DSYSSENYEDYILDSPTEELIH-PSSSADSGNSFHRQGAPSH------------- 88 
PtSCL1          MYMT-DSYSSESYEKYFLDSPTEELIQ-PSSSGISGNSAPPQGTSSY------------- 88 
AtSCL1          PCLTDDSYPSQSYEKYFLDSPTDEFVQHPIGSGASVSSFGSLDSFPY------------- 104 
CsSCR1          ------------------------------------------------------------ 
PeSCL           TSITAPTTSTVASVSMEDFTSATAWIDGLIKDLLHTSTNVSIPQLIQNVREIIYPCNPNL 240 
AtSCR           QPMDQDSSSSSASP--------TVWVDAIIRDLIHSSTSVSIPQLIQNVRDIIFPCNPNL 177 
 
QsSHR           ------------------------------------------------------------ 
QiSHR1          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR1          ------------------------------------------------------------ 
AtSHR           ------------------------------------------------------------ 
QsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
QiSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSHR2          ------------------------------------------------------------ 
CsSCL3          ------------------------------------------------------------ 
CisSCL1         ------------------------------------------------------------ 
PtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
AtSCL1          ------------------------------------------------------------ 
CsSCR1          ------------------------------------------------------------ 
PeSCL           ASLLEYRLRSLTDPIIPSNILPVERSRNKEAAAAVPLPLQIQRRYNQGHVSNSGLTLDLD 300 
AtSCR           GALLEYRLRSL---------------------------------------------MLLD 192 
 
QsSHR           ------YYPYHQQQQPNPSTTTTPT----------------------------------- 77 
QiSHR1          ------YYPYHQQQQPNPSTTTTPT----------------------------------- 77 
CsSHR1          ------YYPYHQQQ-PNPSTTTTPT----------------------------------- 76 
AtSHR           NNPNTYYSPFTTPTQYHPATSSTPSSTAAAAA---------------------------- 108 
QsSHR2          ----------------NSHTSTSRS----------------------------------- 44 
QiSHR2          ----------------NSHTSTSRS----------------------------------- 31 
CsSHR2          ----------------NSHTSTSRS----------------------------------- 44 
CsSCL3          ---------MGTRN-PFDTSLMSLRHRDAYQSNFESDYLESQSPDPIDYDEDKMRLKLQE 136 
CisSCL1         QLRAGSSFPMAAQS-PLDSSFMSMRRCHGYQPSFESGYLENQCPDPVDYDEDTMRLKLQE 147 
PtSCL1          QLRKNLGPSMSPQDDPYDACFTLTTPCDGYQFNSESDYLDIESPDPLNYDEYKMKLKFQE 148 
AtSCL1          QSRPVLGCSMEFQLPLDSTSTSSTRLLGDYQAVSYSPSMDVVE----EFDDEQMRSKIQE 160 
CsSCR1          ---TLSPLPTAS---------PSPTVQVQ--------------------LQDEQQRQENS 28 
PeSCL           NIVSNSAPPVSSHVSHYSNWGPTPPLICQPNIQQQHLQPQIHLVHHDQHLQQQQQMQQES 360 
AtSCR           PSSSSDPSPQTFEPLYQISNNPSPPQQQQ---------------------QHQQQQQQHK 231 
                                                 
QsSHR           ---------------------------------------LTPTTTTNTNISTPTDFDF-- 96 
QiSHR1          ---------------------------------------LTPTTTTNTNISTPTDFDF-- 96 
CsSHR1          ---------------------------------------LTPTTTTNTNISTPTDFDF-- 95 
AtSHR           ---------------------------------------LASPYSSSGHHNDPSAFSIPQ 129 
QsSHR2          --------------------------------------------SDSGVLP--------- 51 
QiSHR2          --------------------------------------------SDSGVLP--------- 38 
CsSHR2          --------------------------------------------SDSGVLP--------- 51 
CsSCL3          LERALLEDNDDDDDDDDDDDIFGTDHSMEIDGEWADPVHNTLLHDSPKESSSTDSNLSSI 196 
CisSCL1         LERALLDDTVGDED----DDMFATIQNMEVEGEWPEPVQNVPFHDSPKESSSSDSILSSI 203 
PtSCL1          LERALLNDNDED-------GMFGNSQSMEMDGEWSDPIQNGMLHDSPKESSSSDSSLSSI 201 
AtSCL1          LERALLGDEDDK--------MVGIDNLMEIDSEWSYQNESEQHQDSPKESSSADSN-SHV 211 
CsSCR1          P-----------------PPD----------TAILMPPTTTTSA-TTPTNIVHTTREKKE 60 
PeSCL           PSSTSNVTPTILALNQGQPPQQQEQDQQQEKSSSAEAEQVSSTT-SPPSSSAAASRDKKE 419 
AtSCR           PPP---------------PPIQQQERENSSTDAPPQPETVTATVPAVQTNTAEALRERKE 276                           
   
   
                             A 
QsSHR           ---NFEFSSN--WAPEALLETAQAIADKNSNRVQQLMWMLNELSSPYGDTDQKLASYFLQ 151 
QiSHR1          ---NFEFSSN--WAPEALLETARAIADKNSNRVQQLMWMLNELSSPYGDTDQKLASYFLQ 151 
CsSHR1          ---NFEFSSN--WAPEALLETARAIADKNSNRVQQLMWMLNELSSPYGDTDQKLASYFLQ 150 
AtSHR           TPPSFDFSANAKWADSVLLEAARAFSDKDTARAQQILWTLNELSSPYGDTEQKLASYFLQ 189 
QsSHR2          -------SASGKWASRLLKECAQAISEKDSSKIHQLLWLLNELASPYGDCDQKLASYFLQ 104 
QiSHR2          -------SASGKWASRLLKECAQAISEKDSSKIHQLLWMLNELASPYGDCDQKLASYFLQ 91 
CsSHR2          -------SASGKWASRLLKECAQAISEKDSSKIHQLLWMLNELASPYGDCDQKLASYFLQ 104 
CsSCL3          SSNKEVSQVSTRTPRQMLLDCAGALADGNIMEASAMINNLRNMVSIQGDPPQRIAAYMVE 256 
CisSCL1         SSNKEVSQLSPRTPKQLLIDCAATLSDGNIEEATTIINELRQMVSIQGDPPQRIAAYMVE 263 
PtSCL1          SSNKEVSQLSPRTPRRLLFECANAISEGNIEKASTLINELRQLVSIQGDPPQRIAAYMVE 261 
AtSCL1          SSKEVVSQA---TPKQILISCARALSEGKLEEALSMVNELRQIVSIQGDPSQRIAAYMVE 268 
CsSCR1          EMRQQKRDEQGLHLLTLLLQCAEAVSADNFEEANNMLLEISELSTPFGTAAQRVAAYFSE 120 
PeSCL           EMRQQKRDEEGLHLLTLLLQCAEAVSADNFEEANKMLLEISELSTPFGTSAQRVAAYFSE 479 
AtSCR           EIKRQKQDEEGLHLLTLLLQCAEAVSADNLEEANKLLLEISQLSTPYGTSAQRVAAYFSE 336 
                       .         * . * :.:  .  .   ::  : :: :  *   *::*:*: : 






     B 
QsSHR           ALFSRMTDSGERCYRTLAS--ASDKTCSFESTRKTVLKFQEVSPWTTFGHVACNGAILEA 209 
QiSHR1          ALFSRMTDSGERCYRTLAS--ASDKTCSFESTRKTVLKFQEVSPWTTFGHVACNGAILEA 209 
CsSHR1          ALFSRMTDSGERCYRTLAS--ASDKTCSFESTRKTVLKFQEVSPWTTFGHVACNGAILEA 208 
AtSHR           ALFNRMTGSGERCYRTMVTAAATEKTCSFESTRKTVLKFQEVSPWATFGHVAANGAILEA 249 
QsSHR2          ALFCKATESGQRCYKTLTS--VADKSHSFDSARKLILKFQEVSPWMTFGHVASNGAILEA 162 
QiSHR2          ALFCKATESGQRCYKTLTS--VADKSHSFDSARKLILKFQEVSPWMTFGHVASNGAILEA 149 
CsSHR2          ALFCKATESGQRCYKTLTS--VAEKSHSFDSARKLILKFQEVSPWMTFGHVASNGAILEA 162 
CsSCL3          GLAARMASSGKCLYNALKC-----KEPPSSDRLAAMQILFEVCPCFKFGFMAANGAMIEA 311 
CisSCL1         GLAARMAASGKFLYKALKC-----KEPPSSDRLAAMQILFEVCPCFKFGFMAANGAIIEA 318 
PtSCL1          GLAARMAESGKYLYKALKC-----KEPPSSDRLAAMQILFEICPCFKFGFMAANGAMIEA 316 
AtSCL1          GLAARMAASGKFIYRALKC-----KEPPSDERLAAMQVLFEVCPCFKFGFLAANGAILEA 323 
CsSCR1          AMSARLVSSCLGIYGSLPN----SGHSYGQKMASAFQVFNGISPLVKFSHR-ANQAIQEA 175 
PeSCL           AMSARLVSSCLGIYATLPS----LPQSHTQKMASAFQVFNGIGPFIKFSHFTANQAIQEA 535 
AtSCR           AMSARLLNSCLGIYAALPSR--WMPQTHSLKMVSAFQVFNGISPLVKFSHFTANQAIQEA 394 
                .:  :   *    * ::             .    .  :  : *  .*..  .* *: ** 
 
 
QsSHR           LEGEPKLHIVDFSNTYCTQWPTLLEALATRTDETPHLRLTTVVATK--SGGVAAVQKVMK 267 
QiSHR1          LEGEPKLHIVDFSNTYCTQWPTLLEALATRTDETPHLRLTTVVATK--SRGVAAVQKVMK 267 
CsSHR1          LEGEPKLHIVDFSNTYCTQWPTLLEALATRTDETPHLHLTTVVATK--SGGVAAVQKVMK 266 
AtSHR           VDGEAKIHIVDISSTFCTQWPTLLEALATRSDDTPHLRLTTVVVANKFVNDQTASHRMMK 309 
QsSHR2          LEGETKLHIIDISNTLCTQWPTLLEALATRNDDTPHLKLTVVVTTS-------TVKSVMK 215 
QiSHR2          LEGETKLHIIDISNTLCTQWPTLLEALATRNDDTPHLKLTVVVTTS-------TVKSVMK 202 
CsSHR2          LEGETKLHIIDISNTLCTQWPTLLEALATRNDDTPHLKLTVVVTTS-------SVKSVMK 215 
CsSCL3          FKDEKRVHIVDFDINQGSQYITLIQTIANNLGKPPHVRLTGIDDPE----SIQRSVGGLK 367 
CisSCL1         FKGEKRVHIIDFDINQGSQYITLIQTIASLPGNRPHLRLTGVDDPE----SVQRLVGGLQ 374 
PtSCL1          FKGERRVHIIDFDINQGSQYITLIQTLANHQGKLPHLRLTGVDDPE----SVQRPVGGLR 372 
AtSCL1          IKGEEEVHIIDFDINQGNQYMTLIRSIAELPGKRPRLRLTGIDDPE----SVQRSIGGLR 379 
CsSCR1          FEREERVHIIDLDIMQGLQWPGLFHILASRPGGPPYVRLTGLGTSM----------DALE 225 
PeSCL           FEREERVHIIDLDVMQGLQWPGLFHILASRPGGPPYVRLTGLGTSL----------EALE 585 
AtSCR           FEKEDSVHIIDLDIMQGLQWPGLFHILASRPGGPPHVRLTGLGTSM----------EALQ 444 
                .. *  :**:*:.     *:  *:. :*   .  * ::** :  .             :. 
 
 
       A           B 
QsSHR           EIGNRMEKFARLMGVPFKFNVIHHVGDLSEFNLASELDIKDDEALAINCVNTLHST---- 323 
QiSHR1          EIGNRMEKFARLMGVPFKFNVIHHVGDLSEFNLASELDIKDDEALAINCVNTLHST---- 323 
CsSHR1          EIGNRMEKFARLMGVPFKFNVIHHVGDLSEFNLASELDIKDDEALAINCVNPLHST---- 322 
AtSHR           EIGNRMEKFARLMGVPFKFNIIHHVGDLSEFDLN-ELDVKPDEVLAINCVGAMHGI---- 364 
QsSHR2          EVGQRMEKFARLMGVPFEFNAIMGLNHLAELTKE-VLGVQEDEAIVVNCIGALRRV---- 270 
QiSHR2          EVGQRMEKFARLMGVPFEFNAIMGLNHLAELTKE-VLGVQEDEAIVVNCIGALRRV---- 257 
CsSHR2          EVGQRMEKFARLMGVPFEFDAIMGLNHLAELTKE-VLGVQEDEAIVVNCIGALRRA---- 270 
CsSCL3          IIGQRLEKLAEALKVPFEFRAVASK---TSIITPSMLNCRPGEALLVNFAFQLHHMPDES 424 
CisSCL1         IIGLRLESLAEALGVPFEFHAVPSK---TSLVTPSMLECRPGEALVVNFAFQLHHMPDES 431 
PtSCL1          IIGQRLEKLAEAYKVSFEFHAVASK---TSLVNPSMLNCKPGEALIVNFAFQLHHMPDES 429 
AtSCL1          IIGLRLEQLAEDNGVSFKFKAMPSK---TSIVSPSTLGCKPGETLIVNFAFQLHHMPDES 436 
CsSCR1          ATGKRLSDFAEKLGLPFEFIPLADK---PGNLDPERLNVSKREAVAVHWLQHSLYD---- 278 
PeSCL           ATGKRLSDFADKLGLPFEFIPVAEK---VGNLEPERLNVSKREAVAVHWLQHSLYD---- 638 
AtSCR           ATGKRLSDFTDKLGLPFEFCPLAEK---VGNLDTERLNVRKREAVAVHWLQHSLYD---- 497 
                  * *:..::     .*:*  :              *     *.: ::             
 
 
QsSHR           TTVDNRRDYLISNFRRLQPRIITVVEEEADLDVGVDG---VEFVKGFQECLRWFRVYLEA 380 
QiSHR1          TAVDNRRDYLISNFRRLQPRIITVVEEEADLDVGVDG---VEFVNGFQECLRWFRVYLEA 380 
CsSHR1          TTVDNRRDYLISNFRRLQPRIITVVEEEADLDVGVDG---AEFVKGFQECLRWFRVYLEA 379 
AtSHR           ASRGSPRDAVISSFRRLRPRIVTVVEEEADLVGEEEGGFDDEFLRGFGECLRWFRVCFES 424 
QsSHR2          -EVEE-RGAVIQMFQSLRPRVVTIVEEEADLSSSRDD-----FVKCFEECLRFYTLYFEM 323 
QiSHR2          -EVEE-RGAVIQMFQSLRPRVVTIVEEEADLSSSRDD-----FVKCFEECLRFYTLYFEM 310 
CsSHR2          -EVEE-RGAVIQMFQSLRPRVVTIVEEEADLSSSRDD-----FVKCFEECLRFYTLYFEM 323 
CsSCL3          VSTVNQRDQLLRMVKSLNPKLVTVVEQDVNTNTAP-------FLPRFVEAYNYYSAVFES 477 
CisSCL1         VSTVNQRDQLLRMVKSLNPKLVTVVEQDMNTNTSP-------FFPRFIEAYNYYSVVFES 484 
PtSCL1          VSTVNERDQLLRMAKSLNPKLVTVVEQDVNTNTAP-------FFPRFTEAYNYYSAVFDS 482 
AtSCL1          VTTVNQRDELLHMVKSLNPKLVTVVEQDVNTNTSP-------FFPRFIEAYEYYSAVFES 489 
CsSCR1          VTGS--DTNMLWLLQRLAPKVVTVVEQDLSHAGS--------FLGRFVEAIHYYSALFDS 328 
PeSCL           VTGS--DTNMLCLLQRLAPKVVTVVEQDLSHAGS--------FLGRFVEAIHYYSALFDS 688 
AtSCR           VTGS--DAHTLWLLQRLAPKVVTVVEQDLSHAGS--------FLGRFVEAIHYYSALFDS 547 
                          :   : * *:::*:**:: .            *   * *. .::   ::  
VHIID 











QsSHR           LEESFSKTSNERLMLERAA-GRAIVDLVACAPSES----IERRESAARWARRLHVSGFSP 435 
QiSHR1          LEESFSKTSNERLMLERGA-GRAIVDLVACAPSES----IERRESAARWARRLHVSGFSP 435 
CsSHR1          LEESFSKTSNERLMLERGA-GRAIVDLVACAPSES----IERRESAARWARRLHVSGFSP 434 
AtSHR           WEESFPRTSNERLMLERAA-GRAIVDLVACEPSDS----TERRETARKWSRRMRNSGFGA 479 
QsSHR2          LEESFVPTSNERLMLERDC-SRSIVRVLACDDEKSGEEDCERRERGSQWSERLK-EAFSP 381 
QiSHR2          LEESFVPTSNERLMLEREC-SRSIVRVLACDDEKSGEEDCERRERGSQWSERLK-EAFSP 368 
CsSHR2          LEESFVPTSNERLLLERES-SRSIVRVLACDDEKSSEEDCERRERGSQWSERLK-EAFSP 381 
CsSCL3          LDATLPRESQDRMNVERQCLARDIVNIVACEGEER----IERYEVAGKWRARMTMAGFTS 533 
CisSCL1         LDATLPRESQDRMNVERQCLARDIVNIIACEGEER----IERYELAGKWRARMTMAGFTS 540 
PtSCL1          LDATLPRESQDRLNVEKQCLARDIVNIVACEGEER----IERYEVAGKWRARMMMAGFTS 538 
AtSCL1          LDMTLPRESQERMNVERQCLARDIVNIVACEGEER----IERYEAAGKWRARMMMAGFNP 545 
CsSCR1          LGASYGEESEERHVVEQQLLSREIRNVLAVGGPSR-----SGEVKFHNWREKLQQSGFKS 383 
PeSCL           LGASYGEESEERHVVEQQLLSREIRNVLAVGGPSR-----SGDVKFHNWREKLQQSGFKG 743 
AtSCR           LGASYGEESEERHVVEQQLLSKEIRNVLAVGGPSR-----SGEVKFESWREKMQQCGFKG 602 
                   :    *::*  :*:   .: *  ::*    .      .       *  ::   .*   
 
 
QsSHR           ISFSDEVCDDVRALLRRYKEG-WSMTQCSDAG----IFLAWKDQPVVWASAWRP------ 484 
QiSHR1          ISFSDEVCDDVRALLRRYKEG-WSMTQCSDAG----IFLAWKDQPVV------------- 477 
CsSHR1          ISFSDEVCDDVRALLRRYKEG-WSMTQCSDAG----IFLAWKDQPVVWASAWRP------ 483 
AtSHR           VGYSDEVADDVRALLRRYKEGVWSMVQCPDAAG---IFLCWRDQPVVWASAWRPT----- 531 
QsSHR2          VGFSDDVVDDVKALLKRYKAG-WALVLPQGDHDDSGIYLTWKEEPVLWASAWKP------ 434 
QiSHR2          VGFSDDVVDDVKALLKRYKAG-WALVVPQGDHDDSGIYLSCKE----------------- 410 
CsSHR2          VGFSDDVVDDVKALLKRYSAL-IPLLAL-------------------------------- 408 
CsSCL3          CPMGPKVIDTIQNLIR-EYCDRYKLKKEMGALH-----FGWEEKNLIVASAWR------- 580 
CisSCL1         CPMSADVTDMIRKLIK-QYCDRYKLKEELGLLH-----FGWEDKSLIVASAWK------- 587 
PtSCL1          CSITPNVVDMIRKLIK-EYCDRYMLKQEVGALH-----FGWEDKSLIVASAWK------- 585 
AtSCL1          KPMSAKVTNNIQNLIKQQYCNKYKLKEEMGELH-----FCWEEKSLIVASAWR------- 593 
CsSCR1          LSLAGNAATQATLLLGMFPSDGYTLVEDNGTLK-----LGWKDLCLLTASAWRP------ 432 
PeSCL           ISLAGNAATQATLLLGMFPSDGYTLVEDNGTLK-----LGWKDLCLLTASAWRPFHDTIE 798 
AtSCR           ISLAGNAATQATLLLGMFPSDGYTLVDDNGTLK-----LGWKDLSLLTASAWTPRS---- 653 
                     ..      *:         :                                    
QsSHR           ---------------------------- 
QiSHR1          ---------------------------- 
CsSHR1          ---------------------------- 
AtSHR           ---------------------------- 
QsSHR2          ---------------------------- 
QiSHR2          ---------------------------- 
CsSHR2          ---------------------------- 
CsSCL3          ---------------------------- 
CisSCL1         ---------------------------- 
PtSCL1          ---------------------------- 
AtSCL1          ---------------------------- 
CsSCR1          ---------------------------- 
PeSCL           TATTIPHHHHHHQQQHHHHHHHHRFVTA 826 
AtSCR           ---------------------------- 
 
Figura 27: Alineamiento, mediante clustalW2, de las secuencias aminoacídicas predichas de CsSCL3, CsSHR1, 
CsSHR2 y CsSCR1 con otros miembros de la familia GRAS. Sobre las secuencias se localizan los motivos 
característicos del dominio GRAS y en color resaltamos los aminoácidos conservados en cada dominio. En 
amarillo se muestran los motivos característicos de la región amino terminal y en rosa el NLS de AtSCR. Las 
secuencias utilizadas fueron: AtSCL1 (NP_173566.1), AtSCR (NP_190990.1), AtSHR (NP_195480.1), 
CsiSCL1 (XP_006472900.1), PeSCL (XP_011015033.1), PtSCL1 (XP_002302201.1), QiSHR1 (AIO08306.1), 










Figura 28: Árbol filogenético de la familia GRAS en diferentes especies. Las dos primeras letras de cada 
secuencia indican la especie, At: Arabidopsis thaliana: Cs: Castanea sativa; La: Lupinus albus; Li: Lilium 
longiflorum; Md: Malus domestica; Pr: Pinus radiata; Ps: Pisum sativum; Pt: Populus trichocarpa; Qs: Quercus 
suber; Qi: Quercus ilex; Rc: Ricinus communis; Vv: Vitis vinifera. La construcción del árbol se llevó a cabo con 
el programa MEGA6, por el método Neighbor-Joing (1000 réplicas con bootstrap) y empleando como 




3.2. OTROS GENES CARACTERIZADOS  
3.2.1. Castanea sativa Gretchen hagen 3.2 (CsGH3.2) 
Se obtuvo una secuencia de 2255 pares de bases, que denominamos CsGH3.2 (Castanea 
sativa Gretchen Hagen 3.2). Dicha secuencia codifica una proteína completa de 599 
aminoácidos, con una masa molecular teórica de 67,62 KDa y un punto isoeléctrico de 6,03. 
La secuencia nucleotídica incluye un fragmento de la región 5´UTR (168 pb) y la región 
3´UTR que contiene la cola de poli-A (287 pb). En la Figura 29 se muestra la secuencia de 
nucleótidos y aminoácidos, así como los codones de iniciación y terminación y la localización 
de los cebadores utilizados en el aislamiento de la secuencia y en los análisis de expresión. En 
la secuencia deducida de aminoácidos, se localizaron los tres motivos característicos de la 
familia GH3 (SSGTSAGERK, YASSE, YRVGD) y además se han identificado ocho posibles 
sitios de N-miristoilación, cinco de fosforilación de la proteína quinasa C (dos de fosfoserina 
y tres de fosfotreonina), once de fosforilación de la caseína quinasa II (seis fosfoserina y cinco 
fosfotreonina), tres de N-glicosilación y uno de fosforilación de la tirosina quinasa. 
    1 acacccagccccaggcagtctttacattagactttagagtcctcactccaatccaacaca 
   61 gacaaaaaaaagaagaaaaacccatcatcttcatctcaaacacaaacacagtttttctaa 
              tttcttcttt                                       att 
  121 aaacttctcatattttaatttctaaagtcccaaaaccaaaaccaaaaaatggctgttggt 
      tt                                tggttttggttt   M  A  V  G    4 
  181 tctgctatttcatcccctcttggccctgcgtcttgtgacaaagacgccaaggctctccaa 
       S  A  I  S  S  P  L  G  P  A  S  C  D  K  D  A  K  A  L  Q   24 
  241 ttcgttgaagagaccactagaaacgccgatttggttcaagagagagtcttggctgaaatc 
       F  V  E  E  T  T  R  N  A  D  L  V  Q  E  R  V  L  A  E  I   44 
  301 ttggccagaaatgccaacactgagtacctcaaaaggttcaacctcaacggtgccacagac 
       L  A  R  N  A  N  T  E  Y  L  K  R  F  N  L  N  G  A  T  D   64 
  361 cgtgactctttcaaatccaagctacccatgattacctacgaggatcttcagcctgaaatc 
       R  D  S  F  K  S  K  L  P  M  I  T  Y  E  D  L  Q  P  E  I   84 
  421 caacgtattgctaatggagaccgctctcctattctctctgctcaccccatctctgagttc 
       Q  R  I  A  N  G  D  R  S  P  I  L  S  A  H  P  I  S  E  F  104 
  481 ctcaccagttctgggacttcagctggggaaagaaaactcatgccaacaattcaggaagag 
       L  T  S  S  G  T  S  A  G  E  R  K  L  M  P  T  I  Q  E  E  124 
  541 ttggatcgtcgccagctactgtacagccttctcatgccagtgatgaacctttatgtgccg 
       L  D  R  R  Q  L  L  Y  S  L  L  M  P  V  M  N  L  Y  V  P  144 
  601 ggtttggacaaaggaaaaggcttgtacttcttgtttgtgaagtccgaaaccaagactccg 
       G  L  D  K  G  K  G  L  Y  F  L  F  V  K  S  E  T  K  T  P  164 
  661 ggtgggctattggcccgacccgttctgaccagctactacaagagtgagcacttcaagacc 
       G  G  L  L  A  R  P  V  L  T  S  Y  Y  K  S  E  H  F  K  T  184 
  721 cgaccctatgacccgtacaatgtctacacaagccccaatgaggcaatcctatgcccggat 
       R  P  Y  D  P  Y  N  V  Y  T  S  P  N  E  A  I  L  C  P  D  204 
  781 tcattccaaagcatgtacacccaaatgctatgtggccttatccaacgcaaccaagtcctc 
       S  F  Q  S  M  Y  T  Q  M  L  C  G  L  I  Q  R  N  Q  V  L  224 
  841 cgcctcggcgccgtcttcgcctcgggtctcctccgtgccatccgctttctccaactcaat 
       R  L  G  A  V  F  A  S  G  L  L  R  A  I  R  F  L  Q  L  N  244 
  901 tggacccaactcgtccacgacctcaaaactgggaccctcaacccgagaattaccgacccg 
       W  T  Q  L  V  H  D  L  K  T  G  T  L  N  P  R  I  T  D  P  264 
  961 gttctaaaagaaaccatgacccgtatcctgaaacccgacccagaaatgtccaattttatt 
       V  L  K  E  T  M  T  R  I  L  K  P  D  P  E  M  S  N  F  I  284 
 1021 agcaaggagtgctcaaaggaagattgggagggaattttaactagaatttggcccaacaca 




 1081 aagtacttggatgtgattgttactggatctatggcacagtatattccaacgttggattac 
       K  Y  L  D  V  I  V  T  G  S  M  A  Q  Y  I  P  T  L  D  Y  324 
 1141 tacagtggtggattgccactcgcttgtactatgtacgcgtcctcggagtgttactttggt 
       Y  S  G  G  L  P  L  A  C  T  M  Y  A  S  S  E  C  Y  F  G  344 
 1201 ctaaacctaaaccccatgtgtaagccttcggaagtgtcttataccataatgccaaacatg 
       L  N  L  N  P  M  C  K  P  S  E  V  S  Y  T  I  M  P  N  M  364 
 1261 gcctacttcgagtttctgcctcacgatcctaactcggccgggtgcacaactcgtgactca 
       A  Y  F  E  F  L  P  H  D  P  N  S  A  G  C  T  T  R  D  S  384 
 1321 cctccaaaacttgttgaccttgttgatgtagaagttgggaaagagtatgagcttgtgatc 
       P  P  K  L  V  D  L  V  D  V  E  V  G  K  E  Y  E  L  V  I  404 
 1381 actacctacgcaggactttgcaggtaccgagttggtgacatcctccgagtcaccgggttc 
       T  T  Y  A  G  L  C  R  Y  R  V  G  D  I  L  R  V  T  G  F  424 
 1441 cacaactcggccccacagttccacttcgtgaggaggaagaacgtgttgttgagtattgac 
       H  N  S  A  P  Q  F  H  F  V  R  R  K  N  V  L  L  S  I  D  444 
 1501 tcagacaagactgacgaggccgagttacagaaagccgtggagaacgcgttgcagctgttg 
       S  D  K  T  D  E  A  E  L  Q  K  A  V  E  N  A  L  Q  L  L  464 
 1561 aaagagttcaacaccagtgtcgttgagtacacgagttacgctgatacgaagacgattcct 
       K  E  F  N  T  S  V  V  E  Y  T  S  Y  A  D  T  K  T  I  P  484 
 1621 ggtcactacgtgatatattgggagcttttggttaaagactcggctaactcgccaagtgag 
       G  H  Y  V  I  Y  W  E  L  L  V  K  D  S  A  N  S  P  S  E  504 
 1681 gaagtactaagtcggtgctgtttggcgatggaggaatcgcttaactcagtgtacagacaa 
       E  V  L  S  R  C  C  L  A  M  E  E  S  L  N  S  V  Y  R  Q  524 
 1741 ggccgagttgctgacaactcaattggaccgcttgagatacgtgtggtcaaaaacggtacg 
       G  R  V  A  D  N  S  I  G  P  L  E  I  R  V  V  K  N  G  T  544 
 1801 tttgaggagttaatggattatgcaatttcaagaggggcctctatcaaccagtataaggtg 
       F  E  E  L  M  D  Y  A  I  S  R  G  A  S  I  N  Q  Y  K  V  564 
 1861 ccgaggtgtgtgaattttacacccataatggagcttttggattctagggttatctcaaca 
       P  R  C  V  N  F  T  P  I  M  E  L  L  D  S  R  V  I  S  T  584 
 
 1921 cattttagtccggccttgccacgttggactcccgaaagaaaacgctaaaaccgacccaat 
       H  F  S  P  A  L  P  R  W  T  P  E  R  K  R                 599 
 1981 tcgactcaacccaacccaacccgaatacaagtcaatgagatgctcataaaagtagattct 
 2041 acttgtgttatttcttatagttaattatttagttctttcttttcttttcttttttgggtc 
 2101 tgttgcataatgaatagggttctggtgggaaagttgaaaaggaaaagtgaatgtggggat 
 2161 taggatgtttcaggggtcagtttttgtattatggttcaattaacttaagggaaaggatgt 
 2221 tacatttgtaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa                         2255 
Figura 29: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsGH3.2. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de qPCR 
están subrayados. En rojo se indican los codones de iniciación (ATG) y de terminación (TAA). En la región 
promotora se muestran los motivos 5´UTR Py-rich stretch (violeta), ARE (granate), LAMP-element (rosa) y las 
cajas CAAT y TATA (azul). Se representa en mayúsculas la secuencia de aminoácidos y en verde los tres 
motivos conservados.  
 
 En el extremo 5´UTR, también se identificaron secuencias características de la región 
promotora de otros genes. Se localizaron los siguiente motivos: el “5´UTR Py-rich stretch” 
que confiere altos niveles de transcripción (secuencia 5´-TTTCTTCTCT-3´ de la hebra 
complementaria), dos motivos ARE consecutivos (con la secuencia 5´-TGGTTT-3´ ubicados 
en la hebra complementaria) que actúa como elemento regulador esencial en la inducción 
anaeróbica, el motivo “LAMP-element” (5´-CCAAAACCA-3´) que forma parte de un 
elemento de respuesta a la luz y una caja CAAT y dos cajas TATA (una en cada hebra) que 
son regiones de unión a factores de transcripción.  
El análisis mediante BASTP de la secuencia codificante mostró que posee alta homología 




permitirá identificar el centro catalítico de unión a auxinas. CsGH3.2 también presentó alta 
homología con las secuencias proteicas deducidas de los genes CsGH3.1 y QsGH3.1, que 
fueron caracterizados en nuestro laboratorio en roble y en castaño, así como con la proteína 
GH3.1 de Arabidopsis thaliana (Tablas 29). En la Figura 30 se presenta el alineamiento 
realizado con las 4 secuencias mencionadas anteriormente, donde se muestran los tres motivos 
conservados (I, II y III) de unión del ATP/AMP, característicos de la familia génica. De 
acuerdo al análisis realizado en la proteína GH3.1 de Vitis, también se evidencia la presencia 
de determinados residuos conservados con papel relevante en actividad enzimática, y que 
describimos a continuación en base al análisis de VvGH3.1 La arginina en posición 115 
participa en la preferencia de la proteína por conjugar aspartato. Los residuos Ser-108, Tyr-
336, Asp-417 y Phe-433, estrictamente conservados, y Thr-312 y Met-335, altamente 
conservados, participan en la unión a ATP (verde). El anillo de adenina queda unido mediante 
un puente de hidrogeno al Thr-312, ocupando un hueco hidrofóbico creado por los residuos 
Tyr-336, Phe-433 y Ile-310. Para la correcta orientación del ATP para la catálisis, es 
fundamental la unión de Mg2+ al Glu-340. El anillo indol de la auxina ocupa el hueco que 
conforman Arg-115, Lys-158, Ser108, Pro-171, Leu -173 y Ser-445. En la unión a AIA 
participan otros cuatro residuos altamente conservados (Val-172, Leu-173, Ala-337 y Tyr-
342) y forman enlaces de puente de hidrogeno con Ser-107, Ser-108, Ser-339 y Tyr-342 
(naranja). 
Tabla 29: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsGH3.2. El valor “Ident” 
indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|823160666|ref|XP_012480180.1| PREDICTED: probable indole-3-acetic acid-
amido synthetase GH3.1 [Gossypium raimondii] 89% 0,0 
>gi|590687104|ref|XP_007042570.1| Auxin-responsive GH3 family protein 
[Theobroma cacao] 89% 0,0 
>gi|802550602|ref|XP_012093069.1| PREDICTED: probable indole-3-acetic acid-
amido synthetase GH3.1 [Jatropha curcas] 87% 0,0 
>gi|225429317|ref|XP_002271252.1| PREDICTED: probable indole-3-acetic acid-
amido synthetase GH3.1 [Vitis vinifera] 86% 0,0 
>gi|566151864|ref|XP_002300248.2| auxin-responsive GH3 family protein [Populus 
trichocarpa] 86% 0,0 
>gi|378747661|gb|AFC36444.1| GH3-1 [Quercus robur] 82% 0,0 
>gi|15226032|ref|NP_179101.1| putative indole-3-acetic acid-amido synthetase 
GH3.1 [Arabidopsis thaliana] 81% 0,0 




CsGH3.2      MAVGS-----AISSPLGPASCDKDAKALQFVEETTRNADLVQERVLAEILARNANTEYLK  55 
VvGH3.1      MAVDP-----ILSSPLGPAASEKDAKALQFIEEMTRNADSVQERVLAEILSRNGETEYLK  55 
AtGH3.1      MAVDS-----NLSSPLGPPACEKDAKALRFIEEMTRNADTVQENLLAEILARNADTEYLR  55 
CsGH3-1      MAVGESQSQVASPIRLGPTVCEKDAKALQFIDEMTMNTDAVQERVLEEILSQNAETEYLR  60 
QrGH3-1      MAVGESQSRVASPIRLGPAVCEKDAKALQFIDEMTTNTDSVQERVLGEILSQNAETEYLR  60 
             ***            ***  .:******:*::* * *:* ***.:* ***::*.:****: 
 
 
CsGH3.2      RFNLNGATDRDSFKSKLPMITYEDLQPEIQRIANGDRSPILSAHPISEFLTSSGTSAGER 115 
VvGH3.1      RFKLEGSTVRETFKSKIPVIKYEDLQPEIQRIANGDRSAILSAHPISEFLTSSGTSAGER 115 
AtGH3.1      RFNLCGATDRDTFKTKIPVITYEDLQPEIQRIADGDRSPILSAHPISEFLTSSGTSAGER 115 
CsGH3-1      RYQLDGATDRETFKSKIPVVNYDDLQPYIQRIANGDRSPILSSSPISEFLTSSGTSAGER 120 
QrGH3-1      RYQLDGATDRDTFKSKIPVVSYEDLQPYIQRIANGDRSPILSSRPISEFLTSSGTSAGER 120 
             *::* *:* *::**:*:*::.*:**** *****:**** ***: **************** 
 
 
CsGH3.2      KLMPTIQEELDRRQLLYSLLMPVMNLYVPGLDKGKGLYFLFVKSETKTPGGLLARPVLTS 175 
VvGH3.1      KLMPTIQEELDRRQMLYSLLMPVMNLYVPGLDKGKGLYFLFVKSETRTPGGLLARPVLTS 175 
AtGH3.1      KLMPTIKEELDRRQLLYSLLMPVMNLYVPGLDKGKGMYFLFVKSETKTPGGLPARPVLTS 175 
CsGH3-1      KLMPTIYEEWDRRSKLYSLLMPVMNLYVPGLDKGKGLYFLFVKAETKTPSGLLARPVLTG 180 
QrGH3-1      KLMPTIYEEWDRRSKLYSLLMPVKNLYVPGLDKGKGLYFLFVKAETKTPSGLLARPVLTG 180 
             ****** ** ***. ******** ************:******:**:**.** ******. 
CsGH3.2      YYKSEHFKTRPYDPYNVYTSPNEAILCPDSFQSMYTQMLCGLIQRNQVLRLGAVFASGLL 235 
VvGH3.1      YYKSEHFKTRPYDPYNVYTSPNEAILCADSFQSMYTQMLCGIYERKQVLRLGAVFASGLL 235 
AtGH3.1      YYKSEHFRSRPYDPYNVYTSPNEAILCPDSFQSMYTQMLCGLLDRLSVLRVGAVFASGLL 235 
CsGH3-1      YYKSDHFKTRPYDPYMVYTSPDEAILCADSFQSLYTQMLCGLLMREEVLRLGAVFASGLL 240 
QrGH3-1      YYKSDHFKTRPYDPYTVYTSPDEAILCADSFQSLYTQMLCGLLMREEVLRLGAVFASGLL 240 
             ****:**::****** *****:***** *****:*******:  * .***:********* 
CsGH3.2      RAIRFLQLNWTQLVHDLKTGTLNPRITDPVLKETMTRILKPDPEMSNFISKECSKEDWEG 295 
VvGH3.1      RAIRFLQLNWHQLTHDIRTGTLSPKITDPSVRNCVAGVLKPDPELADLVAGECSKDNWEG 295 
AtGH3.1      RAIRFLQLHWSRFAHDIELGCLDSEITDPSIRQCMSGILKPDPVLAEFIRRECKSDNWEK 295 
CsGH3-1      RAIRFLQLNWKELAHDISTGTLNSKITDPSLRECMSKIVKPNPELAEFITKECSGENWEG 300 
QrGH3-1      RAIRFLQLNWKELAHDISTGTLNPKITDPSLKECMSKIVKPNPELAEFITKECSGENWEG 300 
             ********.* .:.**:  * *. .**** ::: :: ::**:* :::::  **. ::**  
 
 
CsGH3.2      ILTRIWPNTKYLDVIVTGSMAQYIPTLDYYSGGLPLACTMYASSECYFGLNLNPMCKPSE 355 
VvGH3.1      IITRIWPNTKYLDVIVTGAMAQYIPTLDYYSGGLPLACTMYASSECYFGLNLNPMSKPSE 355 
AtGH3.1      IITRIWPNTKYLDVIVTGAMAQYIPTLEYYSGGLPMACTMYASSECYFGLNLNPMSKPSE 355 
CsGH3-1      IITRIWPNTKYLDVIVTGAMAQYRPTLDYYSAGLPQSCTMYASSECYFGLNLKPMCKPSE 360 
QrGH3-1      IITRIWPNTKYLDVIVTGAMAQYRPTLDYYSAGLPQSCTMYASSECYFGLNLKPMCKPSE 360 
             *:****************:**** ***:***.*** :*************** :**.**** 
 
 
CsGH3.2      VSYTIMPNMAYFEFLPHDPNSAGCTTRDSPPKLVDLVDVEVGKEYELVITTYAGLCRYRV 415 
VvGH3.1      VSYTIMPNMAYFEFLPHEHSSIP-LSRDSPPRLVDLAHVEVGKEYELVITTYAGLYRYRV 414 
AtGH3.1      VSYTIMPNMAYFEFIPLGGT-----------KAVELVDVNIGKEYELVVTTYAGLCRYRV 404 
CsGH3-1      VSYTIMPNMGYFEFLPHDPNA-PALSRDSPPRLVDLADVEVGKEYELIITTYAGLCRYRV 419 
QrGH3-1      VSYTIMPNMGYFEFLPHDPNA-PAFSRDSPPRLVDLADVEVGKEYELIITTYAGLCRYRV 419 
             *********.****:*   .           : *:*..*::******::****** **** 
 
 
CsGH3.2      GDILRVTGFHNSAPQFHFVRRKNVLLSIDSDKTDEAELQKAVENALQLLKE-FNTSVVEY 474 
VvGH3.1      GDILRVTGFHNSAPQFHFVRRKNVLLSIDSDKTDEAELQKAVDNASKLLRE-VNTSVVEY 473 
AtGH3.1      GDILRVTGFHNSAPQFHFVRRKNVLLSIDSDKTDESELQKAVENASSILHEECGSRVAEY 464 
CsGH3-1      GDILQVTGFHNSAPQFRFIRRKNVLLSIDSDKTDESELQKAIDNASELLKE-FNTSVVEY 478 
QrGH3-1      GDILQVTGFHNSAPQFRFIRRKNVLLSIDSDKTDESELQKAIDNASELLKE-FNTSVVEY 478 
             ****:***********:*:****************:*****::** .:*:*   : *.** 
CsGH3.2      TSYADTKTIPGHYVIYWELLVKDSANSPSEEVLSRCCLAMEESLNSVYRQGRVADNSIGP 534 
VvGH3.1      TSFADTKTIPGHYVIYWELLVKDSANSPSDELLGQCCLAMEESLNSVYRQGRVADNSIGP 533 
AtGH3.1      TSYADTSTIPGHYVLYWELLVRDGARQPSHETLTRCCLGMEESLNSVYRQSRVADNSVGP 524 
CsGH3-1      TSYGDTKSIPGHYVIYWELLVKDPGNSPTEEVLNQCCLVMEESMNSVYRQGRVADNSIGP 538 
QrGH3-1      TSYADTKSIPGHYVIYWELLVKDPGNSPTEEVLNQCCLVMEESMNSVYRQGRVADNSIGP 538 
             **:.**.:******:******:* ...*:.* * :*** ****:******.******:** 
CsGH3.2      LEIRVVKNGTFEELMDYAISRGASINQYKVPRCVNFTPIMELLDSRVISTHFSPALPRWT 594 
VvGH3.1      LEIRVVKSGTFEELMDYAISRGASINQYKVPRCVNFTPIMELLDSRVVSSHFSPALPHWT 593 
AtGH3.1      LEIRVVRNGTFEELMDYAISRGASINQYKVPRCVNFTPIVELLDSRVVSAHFSPSLPHWT 584 
CsGH3-1      LEIRVVKNGTFEELMDYAISRGASINQYKAPRCVSFTPIMELLDSRIVSVHFSPALPHWT 598 
QrGH3-1      LEIRVVKNGTFEELMDYAISRGASINQYKVPRCVSFNPIMELLDSRKVSVHFSPALPHWT 598 









CsGH3.2      PERKR- 599 
VvGH3.1      PARRR- 598 
AtGH3.1      PERRRR 590 
CsGH3-1      PQRSC- 603 
QrGH3-1      PRRSC- 603 
             * *    
Figura 30: Alineamiento mediante clustalW2, de la secuencia aminoacídica deducida de CsGH3.2 con otros 
miembros de la familia GH3, incluyendo la secuencia AtGH3.1 por ser con la que presenta más homología. 
Sobre las secuencias se localizan los motivos característicos del dominio GH3. Los aminoácidos conservados 
esenciales para la actividad enzimática se indican en color verde, los implicados en la unión del ATP/ADP; 
naranja los implicados en la unión de AIA; y rojo el residuo implicado en la selectividad del aminoácido 
conjugado. Los números de acceso de las secuencias utilizadas son: AtGH3.1 (NP_179101.1), CsGH3.1 
(AFC36444.1), QrGH3.1 (AFC36443.1) y VvGH3.1 (XP_002271252.1) 
 
Figura 31: Árbol filogenético de la familia de proteínas GH3 de diferentes especies. Las dos primeras letras de 
cada secuencia corresponden a la especie, At: Arabidopsis thaliana; Cs: Castanea sativa, Gr: Gossypium 
raimondii, Jc: Jatropha curcas, Pt: Populus trichocarpa, Qr: Quercus robur, Tc: Theobroma cacao, Vv: Vitis 
vinifera. La construcción del árbol se llevó a cabo con el programa MEGA6, por el método Neighbor-Joing 






Para finalizar, hemos realizado un árbol filogenético incluyendo las proteínas de la 
familia GH3 caracterizadas en Arabidopsis thaliana (de la 1 a la 19) y las proteínas con 
mayor grado de homología con la secuencia del CsGH3.2, entre las que se incluyen la GH3-1 
de castaño y roble. Como podemos observar en la Figura 31, las secuencias incluidas 
permiten diferenciar los tres grupos de la familia, confirmando que la secuencia caracterizada 
en castaño, CsGH3.2 pertenece al grupo II de enzimas implicadas en la homeostasis de 
auxinas.  
3.2.2. Castanea sativa UDP-Glicosiltransferasa (CsUGT) 
Utilizando la misma metodología, también se identificó una secuencia de 1672 pares de 
bases, que denominamos CsUGT (Castanea sativa UDP-Glicosiltransferasa), que codifica 
para una proteína predicha de 458 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 51,42 
KDa y un punto isoeléctrico de 5,55. Además contiene un pequeño fragmento de 46 
nucleótidos de la región 5´UTR y la región completa 3´UTR de 247 pb que incluye la cola de 
poli-A. En la Figura 32 se muestra la secuencia de nucleótidos, la secuencia deducida de 
aminoácidos, los codones de iniciación y de terminación, así como los cebadores utilizados en 
las reacciones de RACE y PCR y los empleados en los estudios de expresión mediante qPCR. 
En la secuencia de aminoácidos, también se localizó el motivo PSPG, (“plant secondary 
product glycosyltransferase box”) característico de la familia UDP-Glicosiltransferasa. 
Además se identificaron los motivos 2 y 3, semiconservados y se localizaron cuatro puntos de 
N-miristoilación, dos de fosforilación de la proteína quinasa C de fosfoserina, ocho de 
fosforilación de la caseína quinasa II (tres fosfoserina y cinco fosfotreonina), y uno de 
fosforilación de la proteína quinasa dependiente de AMPc o GMPc. En la región 5´UTR, 
región promotora, se localizó una secuencia tipo AuxRE (GAGACA), y el motivo AAGAA, 
identificado en avena, del cual no se ha descrito su función.  
    1 acgcggggagacatgattagaaagaaaaaaagaatcaaaagcaaaaatgagcaattcaaga 
                                                     M  S  N  S  R    5 
   61 tgcacaaaacttcatgtagccatgtttccctggtttgcctttggccatatcactccctac 
       C  T  K  L  H  V  A  M  F  P  W  F  A  F  G  H  I  T  P  Y    25 
   121 ctgcacctctcaaacaagcttgcagagagaggccatagggtgtctttcttactgcccaaa 
       L  H  L  S  N  K  L  A  E  R  G  H  R  V  S  F  L  L  P  K    45 
  181 ggagcacaagcaaaggtagaacatctcaacctctatccaaacctcatccacttctatccc 
       G  A  Q  A  K  V  E  H  L  N  L  Y  P  N  L  I  H  F  Y  P    65 
  241 cttcttgttcccactgtagatagactaccccctggtgccgagactacctcagatattcct 
       L  L  V  P  T  V  D  R  L  P  P  G  A  E  T  T  S  D  I  P    85 
  301 cctccacttcttggtcatcttcttattgcctttgaccaaacccaagaccaagttcaaacc 
       P  P  L  L  G  H  L  L  I  A  F  D  Q  T  Q  D  Q  V  Q  T   105 
  361 attctgaccagtctcaagcctgatttcattttctttgacttcagcctttggatgccagcc 
       I  L  T  S  L  K  P  D  F  I  F  F  D  F  S  L  W  M  P  A   125 
  421 ctagctcaccaaattggctccaaggccatatgttacaccattgtaaccccagcagcgcca 





  481 gcacttacggttcctaccaaggacaaaccagaggacatgactgtacaagacttcatgcaa 
       A  L  T  V  P  T  K  D  K  P  E  D  M  T  V  Q  D  F  M  Q   165 
  541 ctgccacctggctatcctccttcgtgcgtgcgaatgaagtccaaggactatgagattgca 
       L  P  P  G  Y  P  P  S  C  V  R  M  K  S  K  D  Y  E  I  A   185 
  601 caactaaaagtagttgccaagcctcatggaacagagatgtctctttatgttcgaattacc 
       Q  L  K  V  V  A  K  P  H  G  T  E  M  S  L  Y  V  R  I  T   205 
  661 tatggcttgattcggagtgatgccgtggcgcttaggacatatcatgagtttgaagggcca 
       Y  G  L  I  R  S  D  A  V  A  L  R  T  Y  H  E  F  E  G  P   225 
  721 tactgtgactacttaaggcagcattatgctaaacctgtgctgctaacaggacctgtcttg 
       Y  C  D  Y  L  R  Q  H  Y  A  K  P  V  L  L  T  G  P  V  L   245 
  781 cctgaaactccggccacaaagctagacgagaaatggactaattggttatgcaatttcaag 
       P  E  T  P  A  T  K  L  D  E  K  W  T  N  W  L  C  N  F  K   265 
  841 caaggtactgtggtgtattgtgcatttgggagtcaaaataaactgcaaaaggaccagttt 
       Q  G  T  V  V  Y  C  A  F  G  S  Q  N  K  L  Q  K  D  Q  F   285 
  901 caggagctacttttggggtttgagttatgtgggcaaccatttttggtggctctgagtagt 
       Q  E  L  L  L  G  F  E  L  C  G  Q  P  F  L  V  A  L  S  S   305 
  961 ccagatggttgcgcaacagttgaagaagcttttccagatgggtttgaagagagagttaaa 
       P  D  G  C  A  T  V  E  E  A  F  P  D  G  F  E  E  R  V  K   325 
 1021 gggagaggatgggtgtatgggggatgggtgccacaaacattgatattggagcacccatct 
       G  R  G  W  V  Y  G  G  W  V  P  Q  T  L  I  L  E  H  P  S   345 
 1081 attggctgttctgtgacacattgtggatatgggtctatgtgggagtctctcttgagtgat 
       I  G  C  S  V  T  H  C  G  Y  G  S  M  W  E  S  L  L  S  D   365 
 1141 tgccaaatagtatgcgttccattccttggtgatcaaactgtgggtgccaggttaatggtg 
       C  Q  I  V  C  V  P  F  L  G  D  Q  T  V  G  A  R  L  M  V   385 
 1201 gaacaactcaaagttgcggtggaggtggagagagaagataatgggtggatttccaaggaa 
       E  Q  L  K  V  A  V  E  V  E  R  E  D  N  G  W  I  S  K  E   405 
 1261 agcataagtaaggccattatctctgtgatggacgaggacagtgaaatatctgggctggtg 
       S  I  S  K  A  I  I  S  V  M  D  E  D  S  E  I  S  G  L  V   425 
 1321 aaatataatcatgccaagttgaaggaggaacttactagtgaaggcatgcaagagagatat 
       K  Y  N  H  A  K  L  K  E  E  L  T  S  E  G  M  Q  E  R  Y   445 
 1381 ttagacactttcattcaaaacctgcaaggtcttatggattgactaagtgctacatatgaa 
       L  D  T  F  I  Q  N  L  Q  G  L  M  D                        458 
 1441 cccgattacgtaatcctttgcactaaaaagagcagtagcagtttcaattgaggaaggatt 
 1501 cactcgtgttatagtttggggatgctacttctttgtcaatgttgttctatttggatatcc 
 1561 gttgtatttcttttctgggttgtccttgtgttttgtttctcttttagcaaaaaaataaca 
 1621 atgctaaggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa            1672 
Figura 32: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsUGT. Los cebadores 
empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de qPCR 
están subrayados. En rojo se indican los codones de iniciación (ATG) y de terminación (TGA). En la región 
promotora se localizan los motivos AuxRE (amarillo) y AAGAA (subrayado). Se representa en mayúsculas la 
secuencia aminoácidos y en verde el motivos conservado PSPG y los motivos semiconservados 2 y 3.  
 
El análisis mediante BLASTP (Tabla 30) mostró que las proteínas con las que presenta 
mayor grado de homología han sido descritas como glicosiltransferasas (GTs) de la familia 1 
(UGTs), las cuales catalizan la incorporación de azucares a diversas moléculas aceptoras 
mediante la formación de enlaces glicosídicos. Dentro de esta familia, podría ser una 
antocianidina 3-O-glucósido 2-O-xilosiltransferasa, perteneciente al grupo antiguamente 
caracterizado como UGT79B. Aun así, el porcentaje de identidad es más bajo que en otras 
ocasiones. En el alineamiento (Fig. 33) se han incluido tres proteínas, de las cuales se conoce 
su estructura cristalográfica y tridimensional para identificar el centro catalítico y los 
dominios de unión a las moléculas donadoras y aceptoras de azucares. Esta familia de 
proteínas es muy amplia y diversificada lo que hace que incluso el motivo característico 




alineamiento la secuencia HCGW, estrictamente conservada en otras especies, en la secuencia 
de castaño difiere en el último residuo. En la Figura 33 se muestran en rojo algunos residuos 
altamente conservados en las UGTs de plantas (Wang, 2009). Los aminoácidos marcados en 
naranja interactúan con la molécula aceptora para la formación de antocianinas en Vitis y en 
Medicago, sin embargo, la mayoría de ellos no están conservados en CsUGT.  
Para la construcción del árbol filogenético, se han utilizado una gran variedad de 
proteínas de esta familia, incluyendo algunas ya caracterizadas en diversas especies como Zea 
mays, Arabidopsis thaliana, Sesamum indicum y Linum usitatissimum. Algunas de estas 
proteínas están caracterizadas por presentan un patrón de expresión específico de la raíz 
(identificadas con Root) o por el sustrato sobre el que actúan, como es el caso de numerosas 
antocianidin 3-O-glucósido 2-O-xilosiltransferasas (identificadas como Ant). En base a su 
homología, cabría esperar que la proteína predicha CsUGT estuviese dentro de la clasificación 
de estas GTs. En el árbol, también se han incluido otras proteínas implicadas en la regulación 
hormonal de auxinas y citoquininas (identificadas como AIA, Cit, Cis-ZO y Cis-ZN). Como 
se observa en la Figura 35, la proteína CsUGT aparece en el grupo A con otras antocianidin 3-
O-glucósido 2-O-xilosiltransferasas, aunque este tipo de proteínas no son exclusivas del grupo 
A, ya que también pueden encontrarse en otros grupos de la familia. La inclusión en el árbol 
filogenético de otras proteínas asociadas con raíz tampoco nos ha permitido establecer 
ninguna correlación entre la filogenia y la especificidad de tejido. 
 
Tabla 30: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsUGT. El valor “Ident” 
indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología encontrada sea debida al azar. 
Proteína Ident E-Valor 
>gi|590609742|ref|XP_007021621.1| UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 
[Theobroma cacao] 60% 0.0 
>gi|802796888|ref|XP_012092880.1| PREDICTED: UDP-glycosyltransferase 79B6-
like [Jatropha curcas] 59% 0.0 
>gi|731432091|ref|XP_002282825.3| PREDICTED: UDP-glycosyltransferase 79B6-
like [Vitis vinifera] 54% 5e-175 
>gi|387135188|gb|AFJ52975.1| UDP-glycosyltransferase 1 [Linum usitatissimum] 54% 2e-170 
>gi|224114583|ref|XP_002316802.1| glycosyltransferase family protein [Populus 
trichocarpa] 51% 4e-164 
>gi|15239525|ref|NP_200212.1| UDP-glycosyltransferase 79B6 [Arabidopsis 
thaliana] 50% 1e-158 





CsGLY       -MSNSRCTKLHVAMFPWFAFGHITPYLHLSNKLAERGHRVSFLLPKGAQAKVEHLNLYPN  59 
MtUGT85H2   -MGNFANRKPHVVMIPYPVQGHINPLFKLAKLLHLRGFHITFV--NTEYNHKRLLKSRGP  57 
MtUGT71G1   MSMSDINKNSELIFIPAPGIGHLASALEFAKLLTNHDKNLYITVFCIKFPGMPFADSYIK  60 
VvUGT       --MSQTTTNPHVAVLAFPFSTHAAPLLAVVRRLAAAAPHAVFSFFSTSQ---SNASIFHD 
               .    : .: .:      *    : . . *     .  :             .     
 
CsGLY       LIHF-YP--LLVPTVDRLPPGAETTSDIPP-----------PLLGHLLIAFDQTQDQVQT 105 
MtUGT85H2   KAFDGFTDFNFESIPDGLTPME-GDGDVSQDVPTLCQSVRKNFLKPYCELLTRLN---HS 113 
MtUGT71G1   SVLASQPQIQLIDLPEVEPPPQELLKSPEFYILTF--------LESLIPHVKATI---KT 109 
VvUGT       SMHTMQCNIKSYDISDGVPEGYVFAGRPQEDIELFTRAAPESFRQGMVMAVAE------- 
                           :                                  .          
 
 
CsGLY       ILTSLKPDFIFFDFSLWM-PALAHQIGSKAICYTIVTPAAPALTVPTKD---------KP 155 
MtUGT85H2   -TNVPPVTCLVSDCCMSFTIQAAEEFELPNVLYFSSSACSLLNVMHFRSFVERGIIPFKD 172 
MtUGT71G1   -ILSNKVVGLVLDFFCVSMIDVGNEFGIPSYLFLTSNVGFLSLMLSLKN-RQ------IE 161 
VvUGT       --TGRPVSCLVADAFIWFAADMAAEMGLAWLPFWTAGPNSLSTHVYIDEIRE------KI 
                     :. *         . ::      :           :   .            
 
CsGLY       EDMTVQ----DFMQLPPGYPPSCVRMKSKDYEIAQLKVVAKPHGTEMSLYVRITYGLIRS 211 
MtUGT85H2   ESYLTNGCLETKVDWIPGLKN----FRL--KDIVDFIRTTNPNDIMLEFFIEVADRVNKD 226 
MtUGT71G1   EVFDDSDRD-HQLLNIPGISN----QVP--SNVLPDACFNKDGGYIA--YYKLAERFRDT 213 
VvUGT       GVSGIQGREDELLNFIPGMSK----VRF--RDLQEGIVFGNLNSLFSRMLHRMGQVLPKA 
                 .      :   **             ::       :          .:   .    
 
 
CsGLY       DAVALRTYHEFEGPYCDYLRQHY--AKPVLLTGPVLPETPA--------------TKLDE 255 
MtUGT85H2   TTILLNTFNELESDVINAL---SSTIPSIYPIGPLPSLLKQTPQIHQLDSLDSNLWKEDT 283 
MtUGT71G1   KGIIVNTFSDLEQSSIDALYDHDEKIPPIYAVGPLLDLKGQPNPK--------LDQAQHD 265 
VvUGT       TAVFINSFEELDDSLTNDL---KSKLKTYLNIGPFNLITPPP------------VVPNTT 
              : :.:: :::    : *             **.                          
 
 
CsGLY       KWTNWLCNFKQGTVVYCAFGSQNKL-QKDQFQELLLGFELCGQPFLVALSSPDGCATVEE 314 
MtUGT85H2   ECLDWLESKEPGSVVYVNFGSITVM-TPEQLLEFAWGLANCKKSFLWIIRPD-LVIGGSV 341 
MtUGT71G1   LILKWLDEQPDKSVVFLCFGSMGVSFGPSQIREIALGLKHSGVRFLWSNSAE-K-----K 319 
VvUGT       GCLQWLKERKPTSVVYISFGTVTTP-PPAEVVALSEALEASRVPFIWSLRDK-AR----V 
               .** .    :**:  **:        :.  :  .:  .   *:               
 
 
CsGLY       AFPDGFEER--VKGRGWVYGGWVPQTLILEHPSIGCSVTHCGYGSMWESLLSDCQIVCVP 372 
MtUGT85H2   IFSSEFTNE--IADRGLI-ASWCPQDKVLNHPSIGGFLTHCGWNSTTESICAGVPMLCWP 398 
MtUGT71G1   VFPEGFLEWMELEGKGMI-CGWAPQVEVLAHKAIGGFVSHCGWNSILESMWFGVPILTWP 378 
VvUGT       HLPEGFLEK--TRGYGMV-VPWAPQAEVLAHEAVGAFVTHCGWNSLWESVAGGVPLICRP 
             : . * :       * :   * **  :* * ::*  ::***: *  **:     ::  * 
 
 
CsGLY       FLGDQTVGARLMVEQLKVAVEVERE---DNGWISKESISKAIISVMDEDSEISGLVKYNH 429 
MtUGT85H2   FFADQPTDCRFICNEWEIGMEIDTNVKR-------EELAKLINEVIAGDKGKK--MKQKA 449 
MtUGT71G1   IYAEQQLNAFRLVKEWGVGLGLRVDYRKGSDVVAAEEIEKGLKDLMD--KDSI--VHKKV 434 
VvUGT       FFGDQRLNGRMVEDVLEIGVRIEGGVFTKSGLMS------CFDQILSQEKGKK--LRENL 
            : .:*      : .   :.: :                   : .::   .     :: :  
 
CsGLY       AKLK----EELTSEGMQERYLDTFIQNLQGLMD- 
MtUGT85H2   MELKKKAEENTRPGGCSYMNLNKVIKDVLLKQN- 
MtUGT71G1   QEMKEMSRNAVVDGGSSLISVGKLIDDITG---- 
VvUGT       RALRETADRAVGPKGSSTENFITLVDLVSKPKDV 
              ::    .     * .   . ..:. :      
 
 Figura 33: Alineamiento mediante clustalW2, de las secuencias aminoacídicas de la proteína CsUGT con 
otros miembros de la familia UGT: MtUGT71G1 (2ACV), MtUGT85H2 (ABI94024.1) y VvUGT (P51094.2). 
Sobre la secuencia se localizan en rojo los motivos PSPG, 2 y 3, en naranja los residuos implicados en la 
actividad catalítica y en la unión a moléculas donadoras y aceptoras de azucares y en rojo los residuos 










Figura 34: Representación gráfica de la variabilidad del motivo PSPG de las proteínas incluidas en el árbol 
filogenético de la Figura 35. Los números de acceso del GenBank se incluyen en la Tabla 11 (Material y 
Métodos).  
 
Figura 35: Árbol filogenético de la familia de proteínas UDP-Glicosiltransferasa de diferentes especies. Las dos 
primeras letras de cada secuencia corresponden a la especie, At: Arabidopsis thaliana; Cs: Castanea sativa; La: 
Lupinus albus; Rc: Ricinus communis; Si: Sesamum indicum y Zn: Zea mays. La construcción del árbol se llevó 
a cabo con el programa MEGA6, por el método Neighbor-Joing (1000 réplicas con bootstrap). Los números de 




3.2.3. Castanea sativa early nodulin 93 (CsENOD93) 
Finalmente, se caracterizó una secuencia de 636 pares de bases que codifica para una 
proteína putativa de 107 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 11,13 KDa y un 
punto isoeléctrico de 10,28, a la que denominamos CsENOD93 (Castanea sativa early 
nodulin 93). La secuencia nucleotídica incluye parte del extremo 5´UTR de 102 pb y el 
extremo 3´UTR de 210 pb que contiene la cola de poli-A. En la Figura 36 se muestra la 
secuencia de nucleótidos y la secuencia deducida de aminoácidos, los codones de iniciación y 
de terminación, la localización de los cebadores utilizados en las reacciones de RACE, y de 
los empleados para los análisis mediante qPCR. La secuencia aminoacídica presenta un alto 
porcentaje de alaninas, concretamente un 22,4% (24 Ala), lo que es característico de este tipo 
de proteínas. El análisis de la secuencia proteica ha permitido localizar dos dominios 
transmembrana, cuatro posibles puntos de N-miristoilación, dos de fosforilación de la proteína 
quinasa C (uno de fosfoserina y uno de fosfotreonina), dos de fosforilación de la caseína 
quinasa II para fosfoserina, uno de N-glicosilación y dos de fosforilación de la proteína 
quinasa dependiente de AMPc o GMPc.  
   1 gccattctcccagaaactttcatccaaaaccttcataacctcctcagttttctctctact 
  61 aacttcattcattttagtgtatttttcatttactctcttaaaatggtaaaaaatgtggct 
                                  aatgagagaat   M  V  K  N  V  A    6 
 121 gaatcacctcttgagaggaataacctggcttcccttggcaacaagctggccatggccaag 
      E  S  P  L  E  R  N  N  L  A  S  L  G  N  K  L  A  M  A  K   26 
 181 cgctgttctcatgagggtgtaatagcaggagctaaggcagccgttgttgctactattgcc 
      R  C  S  H  E  G  V  I  A  G  A  K  A  A  V  V  A  T  I  A   46 
 241 actgccatcccaactatggctagtgcgaggatgctgccttgggcaagggctaatctcaat 
      T  A  I  P  T  M  A  S  A  R  M  L  P  W  A  R  A  N  L  N   66 
 301 cacactgcacaagcgctcataatcagcacagtggcaggagcggcatatttcattgtggct 
      H  T  A  Q  A  L  I  I  S  T  V  A  G  A  A  Y  F  I  V  A   86 
 361 gacaagaccgttttggcaactgctaggaggaattcctttgggcaaatctctaacaatgac 
      D  K  T  V  L  A  T  A  R  R  N  S  F  G  Q  I  S  N  N  D  106 
 421 gcataatatggaatcactagcttggctttagttatatatgttattgggctttaaaaccaa 
      A                                                           107 
 481 ttattatgtaaacataccatctgatcctgatagataaataaagatgggtttacgtttcca 
 541 ttctaagagcacaagagctgtatgttcaaagatcagcttacatgaatgcaaattatcttc 
 601 cgtattaaatcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa     636 
Figura 36: Secuencia de nucleótidos y secuencia de aminoácidos deducida del ADNc CsENOD93. Los 
cebadores empleados para la obtención de la secuencia se muestran en naranja y los utilizados en los análisis de 
qPCR están subrayados. En rojo se indican los codones de iniciación (ATG) y el de terminación (TAA). En la 
región promotora se localizan los motivos 3-AF1, caja AE, caja III y el motivo GAG (resaltado en rosa) y la caja 
TATA (en azul). Se representa en mayúsculas la secuencia de aminoácidos y en amarillo los dos dominios 
transmembrana.  
En la región 5´UTR, hemos localizado algunas secuencias típicas de la región promotora 
(Fig. 36), como una caja TATA y dos secuencias de unión a elementos de respuesta a la luz 
denominadas caja AE (5´AGAAACTT3´) y caja III (5´CATTTACTCT3´). En la hebra 
complementaria y solapando con la caja III, se localizaron otros dos elementos de respuesta a 




(5´AGAGAGT3´). El análisis mediante BLASTP mostró una alta homología de CsENDO93 
con las “early nodulin”, proteínas de respuesta temprana en la formación de nódulos 
radiculares. Aunque estas proteínas se caracterizaron en el proceso de nodulación de 
leguminosas, también se encontraron genes homólogos en especies no leguminosas como se 
confirma en la Tabla 31. Aun así, como se muestra en el alineamiento (Fig. 37), CsEND093 
presenta gran similitud con secuencias de especies alejadas filogenéticamente como la soja, el 
arroz y el ricino, en las cuales este gen ha sido caracterizado. Por último, realizamos los 
análisis filogenético con proteínas de otras especies de la familia de las nodulinas, que han 
sido caracterizadas en más detalle y con las que más adelante compararemos el patrón de 
expresión observado en el gen CsENOD93 (Fig.38). 
Tabla 31: Secuencias con alto grado de homología con la secuencia codificada por CsENOD93. El valor 
“Ident” indica el grado de homología y “e-valor” la probabilidad de que la homología sea debida al azar. 
Proteína Score E-Valor 
>gi|125630795|gb|ABN47005.1| early nodulin 93 protein [Populus alba x Populus 
glandulosa] 87% 1e-55 
>gi|802634600|ref|XP_012078085.1| PREDICTED: early nodulin-93-like [Jatropha 
curcas] 87% 3e-55 
>gi|702505663|ref|XP_010039609.1| PREDICTED: early nodulin-93-like 
[Eucalyptus grandis] 81% 3e-51 
>gi|731353413|ref|XP_010688054.1| PREDICTED: early nodulin-93-like [Beta 
vulgaris subsp. vulgaris] 76% 2e-50 
>gi|590577926|ref|XP_007013368.1| Early nodulin-93 isoform 1 [Theobroma cacao] 80% 2e-50 




OsENOD93b   MA----------ARSFQ-ARSPKEESDAAVHEAVTLGLKNAAISGTVVAVPTLVGCRVLPWAK 52 
OsENOD93a   ----------MATVTRAHLEQRLALAKRCSREANIAGVKAAAVATIASAVPTLASVRMLPWAK 53 
GmN93       --MAKGNSPLERP-SLASLDQKLAFAKRCSHEGVLAGAKAAVVASVASAIPTLASVRMLPWAR 60 
CsENOD93    MVKNVAESPLERN-NLASLGNKLAMAKRCSHEGVIAGAKAAVVATIATAIPTMASARMLPWAR 62 
RcENOD93    MAKNVAQSPLEKTCSMASLDQKLAMAKRCSHEGVVAGAKAAVVASIATAIPTLASARMLPWAR 63 
                          .     .    :. . :*.   * * *.::  . *:**:.. *:****: 
 
 
OsENOD93b   ANLNYTAQALIISAACIAGFFITADKAILRNARQNTIGKIDRST------------------  96 
OsENOD93a   ANINPTGQALIICTAAGMAYFVAADKKILSLARRHSFENAPEHLKNTSFQGTGRPHPAFFRP 115 
GmN93       ANLNHTAQALIISTATAAAYFIVADKTVLATARKNSFNQPSNSEA----------------- 105 
CsENOD93    ANLNHTAQALIISTVAGAAYFIVADKTVLATARRNSFGQISNNDA----------------- 107 
RcENOD93    ANLNHTAQALIISTVAGAAYFIVADKTVLATARRNSFKQNPNIEA----------------- 108 
            **:* *.*****.:.   .:*:.*** :*  **:.:: :  .                
Figura 37: Alineamiento mediante clustalW2 de la secuencia aminoacídica deducida de CsENOD93 con otros 
miembros de la familia ENOD93, incluyendo dos secuencias de arroz (Os), una de ricino (Rc) y una de soja 
(Gm). Sobre las secuencias se localiza el dominio ENOD93. Los números de acceso del GenBank de las 








Figura 38: Árbol filogenético de la familia de proteínas ENOD93 de diferentes especies y otras familias 
proximas. Las dos primeras letras de cada secuencia corresponden a la especie, Ag: Alnus glutinosa; Bv: Beta 
vulgaris subsp. vulgaris; Cs: Castanea sativa; Eg: Eucalyptus grandis; Gm: Glycine max; Jc: Jatropha curcas; 
Os: Oryza sativa Japonica; Pa: Populus alba x Populus glandulosa; Ps: Pisum sativum; Pv: Phaseolus vulgaris ; 
Rc: Ricinus communis ; Sr: Sesbania rostrata; Tc: Theobroma cacao. La construcción del árbol se llevó a cabo 
con el programa MEGA6, por el método Neighbor-Joing (1000 réplicas con bootstrap). Los números de acceso 
del GenBank se especifican en la Tabla 12 (Material y Métodos). 
 
4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA  
4.1. NIVELES DE EXPRESIÓN GÉNICA EN DIFERENTES ÓRGANOS 
Para determinar el nivel relativo de los transcritos en los diferentes órganos, 
se recogieron brotes de la línea P2Rb al final del periodo de multiplicación y 
raíces desarrolladas en brotes tratados con AIB. A partir de los brotes se aislaron 
los ápices (incluyendo las primeras hojas no expandidas), las yemas axilares, los 
entrenudos y las hojas. Las raíces, recogidas a los 30 días tras su inducción, se 
dividieron en tres partes: zona basal o de diferenciación, zona media o de 
elongación y zona apical meristemática. Se aisló el ARN de dichas muestras y se 





Como podemos observar en las gráficas (Fig. 39), los genes CsUGT, CsENOD93,  
CsGH3.2, CsERF1, CsSCL1 y CsSCL3, se expresan predominantemente en raíces. 
Cabe señalar la elevada expresión del gen CsERF1 en yemas axilares, en las 
cuales los genes CsSCL1 y CsSCL3 mostraron también una expresión 
moderadamente alta.  Por el contrario, los niveles de los transcritos CsRLK y 
CsSHR2 eran máximos en las partes aéreas del brote y significativamente 
superiores a los encontrados en raíces, salvo en el caso del transcrito CsRLK en 
hojas, que mostró niveles similares a los encontrados en las raíces. Finalmente el 
gen CsSHR1 presentó niveles de expresión relativa muy similares en los 
diferentes órganos. Los genes CsUGT  y CsENOD93  mostraron niveles de 
expresión significativamente más altos en cualquiera de las zonas de la raíz que 
en las partes aéreas, con especial relevancia en el caso del CsEN0D93. Cabe 
mencionar el elevado incremento en los niveles relativos de mensajero 
CsEN0D93 detectado en la parte basal de las raíces, con relación a las otras 
zonas, lo cual indica que este gen puede estar involucrado en el desarrollo de la 
raíz, probablemente en procesos asociados a su diferenciación. En el gen CsUGT , 
aunque las diferencias no son tan marcadas , también se observó un incremento 
paulatino en su expresión asociado al desarrollo de la raíz, con diferencias 
significativas entre la zona meristemática y la de diferenciación. El patrón de 
expresión del gen CsSCL3 es similar al descrito para CsUGT, con un incremento 
progresivo y significativo en el nivel de transcrito hacia la zona basal de la raíz. 
Sin embargo, las diferencias entre los niveles de expresión de la raíz y los 
órganos aéreos fueron menos acusadas. Aunque los niveles de expresión más 
altos se observaron en la zona basal de la raíz, la zona apical y media tienen 
valores similares o incluso inferiores a otros órganos como las yemas axilares y 
los entrenudos. El patrón de expresión del gen CsERF1 en la raíz es similar al del 
gen CsSCL3, asociado al crecimiento y la diferenciación de las mismas. Sin 
embargo como ya hemos mencionado, se detectaron niveles más altos de 
mensajero en las yemas axilares, lo que indica que también puede estar 
participando en su proliferación. Los genes CsGH3.2 y CsSCL1 mostraron un 
patrón de expresión similar, aunque con niveles de expresión diferentes, siendo 




En ambos casos, la zona media de la raíz presentó niveles de expresión 












Figura 39: Expresión relativa de los genes CsENOD93 (A), CsUGT (B), CsERF1 (C), CsGH3.2 (D) CsSCL1 
(E), CsSCL3 (F), CsSHR1 (G), CsSHR2 (H) y CsRLK (I) en los diferentes órganos de brotes de castaño de origen 
juvenil (Rb). A: ápices; E: entrenudos; H: hojas; YA: yemas axilares; AR: zona apical de la raíz; MR: zona 
media de la raíz y BR: zona basal de la raíz. Los datos se normalizaron empleando como controles referentes la 
actina, la tubulina y la ubiquitina. Los niveles de expresión representan valores relativos a la muestra con valor 
más bajo de expresión en cada replicado biológico. Los valores se expresan como valor medio ± error estándar 
de tres replicados biológicos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 0,05) de acuerdo con el 
test de Duncan y t de Student en el caso del gen CsENOD93. 
Aunque los genes CsRLK y CsSHR2  parecen mostrar un patrón similar, con 
niveles de expresión mayores en los órganos aéreos, los niveles alcanzados por el 
gen CsSHR2 fueron mucho más elevados. En el caso de las partes aéreas, el nivel 
de expresión más bajo de ambos genes fue detectado en las hojas, llegando a 
valores similares a los de las raíces en el caso de CsRLK . Finalmente, el gen 
CsSHR1  parece ser un gen ubicuo, ya que se expresó de forma similar en los 




significativas en los niveles de transcrito entre las hojas y las zonas apical y 
basal de la raíz.  
4.2. EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA INDUCCIÓN Y 
DESARROLLO DE LAS RAÍCES ADVENTICIAS 
4.2.1. CsERF1 (Castanea sativa Ethylene transcription factors1) 
Para analizar la expresión del gen en la inducción del EA se recogió la zona 
basal de los brotes a los 15 minutos, 6, 12 y 24 horas tras la aplicación de AIB.  
Mediante qPCR evaluamos los niveles de expresión de muestras tratadas con 
AIB, AIB y NPA y sin tratamiento hormonal (CTRL). Los niveles de expresión se 
evaluaron como expresión relativa respecto a la muestra control recogida a los 15 
minutos. 
Como se muestra en la Figura 40, los niveles de expresión del gen entre los 
diferentes tiempos y tratamientos no presentan apenas variaciones, ya que 
oscilaron entre valores de 0,66 y 1,53. En las muestras control, los niveles del 
transcrito experimentaron un descenso significativo a las 12 horas con respecto a 
los observados durante las 6 horas, y este descenso se mantuvo a las 24 horas. En 
las muestras tratadas con auxina, los niveles de expresión se mantuvieron 
relativamente constantes durante las primeras 12 horas, experimentando un 
descenso significativo a las 24 horas. El tratamiento auxínico provocó un 
aumento significativo de los niveles del transcrito a las 12 horas con relación a 
las muestras control. Por otra parte, tras el tratamiento con NPA se detectaron 
niveles del transcrito relativamente más bajos que los de las muestras tratadas 
con auxina, justo a las 12 horas (Fig. 40 A y B). Estos resultados sugieren que el 
gen CsERF1 está regulado por el tratamiento hormonal, con una respuesta 
puntual y transitoria a la auxina a las 12 horas. De acuerdo al análisis estadístico 
solo existe interacción entre el tiempo y el tratamiento con NPA,  pero no con el 





Figura 40: Niveles de expresión relativa del gen CsERF1 en las bases de los brotes 
procedentes de renuevos basales (P2Rb) durante las primeras 24 h tras los tratamientos con 
AIB (4,9 mM/1min) y AIB (4,9 mM/1min) + NPA (50 μM/5 d), y en sus respectivos controles 
(CTRL) sin tratamiento hormonal. Se empleó como calibrador la muestra CTRL 15 min. Los 
valores corresponden a la media ±  el error estándar de tres replicados biológicos.  Las 
diferentes letras representan diferencias significativas de acuerdo con el test de Duncan (P ≤  
0,05). 
 
Tabla 32: Efecto del tiempo y del tratamiento con AIB y NPA en los 
niveles de expresión génica del gen CsERF.1  
Fuente de variación g.l. CM F Sig. (0,05) 
Tiempo 3 0,512 6,603 0,004 
Tratamiento AIB 1 0,253 3,254 0,090 
Interacción 3 0,097 1,247 0,327 
Error 16 0,078   
Tiempo 3 0,391 6,840 0,04 
Tratamiento NPA 1 0,260 4,550 0,049 
Interacción 3 0,186 3,263 0,049 
Error 16 0,057   
 
Para determinar si el incremento en el nivel de mensajero observado a las 12 
horas tras el tratamiento de auxina, puede estar asociado a tejidos o células 
involucradas en la iniciación de RAs, hemos analizado su localización tisular 
mediante hibridación in situ. La expresión del gen CsERF1 en las bases de las 
muestras tratadas con auxina se localizó preferentemente en la zona del cambium 
vascular (Fig. 41 B), mientras que en las muestras control no tratadas, la 
expresión es menor y difusa (Fig. 41 A). Tras 10 y 14 días del tratamiento con 
auxina, se observa la presencia de primordios radiculares con una abundante 
expresión del gen, más intensamente en las células periféricas del mismo y en las 
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células iniciales del córtex y de la endodermis y ligera en el meristemo central 
(Fig. 41 D). Este patrón se mantuvo en las primeras etapas de desarrollo (Fig. 41 
G) y en el meristemo apical de la raíz (Fig. 41 H), donde está asociado a las 
células troncales de la epidermis, el córtex y la endodermis y prácticamente 
ausente en las células de la columela, la caliptra y de la estela. En los primordios 
de RLs (Fig. 41 F) la localización del mensajero CsERF1 mostró un patrón 
similar al detectado en los pimordios de RAs. En las yemas axilares, que también 
mostraban niveles relativamente altos del transcrito mediant e qPCR, el mensajero 
se localizó abundantemente en el meristemo y primordios foliares (Fig. 41 C).  En 
las muestras E e I de la Figura 41, hibridadas con la sonda sentido no se detectó 
señal de hibridación. 
 
Figura 41: Localización in situ  del transcrito CsERF1 durante la inducción y desarrollo de 
raíces adventicias en brotes (P2Rb). Secciones transversales de la base de brotes sin 
tratamiento hormonal a las 12 horas (A) y tratados con AIB (“dipping”) a las 12  horas (B), a 
los 10 (D, E) y 14 días (G). Secciones longitudinales de raíz  mostrando un primordio de raíz 
lateral (F), un ápice de raíz (H, I) y de una yema axilar (C) . Nótese la ausencia de señal en las 





Figura 42:  Localización in situ  del transcrito CsERF1 durante la inducción y desarrollo de 
raíces adventicias en peciolos de hojas de la línea P2Rb tratadas con AIB 25 µM durante  3 (A, 
B) y 5 días (C, D, E, F, G, H, I ). Secciones transversales de muestras recogida a los 3 días (A, 
B), a los 5 días (C) y a los 10 días (E, F, G, H, I) mostrando los primordios de raíz (D, E, F, I)  
y la raíz emergiendo (G, H). Nótese la ausencia de señal en l as muestras hibridadas con la  
sonda sentido (H, I).  
 
La localización de la expresión del gen CsERF1 también se evaluó durante la 
inducción y desarrollo de RAs en hojas (Fig. 42), donde el proceso ocurre de 
forma similar al de los brotes. A los 3 (Fig. 42 A y B) y 5 días (Fig. 42 C) tras la 
aplicación del tratamiento auxínico, el transcrito se focalizó más en el cilindro 
vascular, con una señal intensa y específica asociada a células en división 
observadas a los 3 días tras el tratamiento con auxina (Fig. 42 B). Durante el 
desarrollo de los primordios (Fig. 42 D, E y F), la localización del mensajero 
mostró un patrón similar al descrito en brotes, con una señal muy intensa en las 
capas externas y una ligera expresión en la zona central del meristemo. De forma 
similar, cuando la raíz ya ha emergido (Fig. 42 G y H) la señal se focaliza en el 
ápice, en las células madre de la epidermis, el córtex y la endodermis. Las 




4.2.2. CsSCL1 (Castanea sativa SCARECROW-like 1) 
Con el fin de corroborar la eficiencia del sistema experimental desarrollado en hojas para 
el estudio de genes implicados en el proceso de EA e inducidos por auxina, se analizó la 
expresión del gen CsSCL1 en dicho sistema. En trabajos previos, el análisis de la expresión 
del gen CsSCL1 ya se había llevado a cabo en el sistema de brotes (Vielba et al., 2011). En el 
presente trabajo se estudió la dinámica de expresión del gen durante los primeros momentos 
del proceso de inducción del enraizamiento teniendo en cuenta el estado ontogenético del 
material. Además, en el caso de las hojas de P2Rb, se analizó el efecto de la aplicación del 
NPA en la expresión del gen.  
En los explantos de origen adulto (Fig. 43 A), con muy baja o nula capacidad de 
enraizamiento, los niveles de expresión del gen se mantuvieron estables independientemente 
del tiempo y del tratamiento (AIB o CTRL). Por el contrario, en las hojas de la línea P2Rb 
(Fig. 43 B), observamos un pico de expresión a las 24 horas en las muestras tratadas con 
auxina, y que corresponde al momento en que teóricamente tiene lugar la desdiferenciación y 
adquisición del nuevo destino celular hacia células iniciales de raíz. Por lo tanto, la expresión 
del gen en respuesta a la auxina es diferente en función del estado ontogenético del material. 
La aplicación de NPA a las hojas tratadas con auxina, provocó una reducción significativa del 
pico de expresión del gen CsSCL1 observado a las 24 horas en las muestras tratadas con AIB. 
Cabe recordar que como hemos visto en los apartados 1.4 y 1.5, el porcentaje de hojas 
enraizadas se redujó tras la aplicación de NPA. Las diferencias observadas en el material 
juvenil se deben a la interacción entre el tiempo y el tratamiento (Tabla 33).  Estos datos 
muestran una correlación entre la inducción del gen por AIB a las 24 horas y la inducción del 
enraizamiento, así como entre el efecto inhibidor del NPA en el enraizamiento y una 
reducción en la expresión génica. 
Los estudios de localización del gen CsSCL1 mediante hibridación in situ, durante la 
inducción de RAs en hojas (Fig. 44) mostraron una expresión relativamente baja en las 
muestras de P2C, con una señal difusa tanto en los controles (Fig. 44 B) como en las muestras 
tratadas con AIB (Fig. 44 C). Por el contrario, las secciones de P2Rb tratadas con AIB 
mostraron un incremento considerable en la señal de hibridación (Fig. 44 D, F, J). Este 
incremento de la señal fue ya evidente a las 12 horas, localizada predominantemente en las 
células del cambium (Fig. 44 D), haciéndose extensiva a la zona del floema y células 






Figura 43: Niveles de expresión relativa del gen CsSCL1 durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras representan diferencias significativas (P 
≤ 0,05) de acuerdo con el test de Duncan. (B, C) Los niveles de expresión del material juvenil dependen de la 
interacción entre el tiempo y el tratamiento (P ≤ 0,05). 
 
horas de tratamiento auxínico (Fig. 44 F). Las secciones de los respectivos controles (sin 
tratamiento con AIB) no mostraron señal de hibridación (Fig. 44 E). En las muestras tratadas 
con AIB y NPA durante 24 horas, la señal de hibridación disminuyó considerablemente (Fig. 
44 I), concretamente en aquellos tipos celulares y tejidos asociados con la formación de 
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primordios, en los que la expresión se inducía por auxina (Fig. 44 F vs I). Esta localización 
específica del transcrito en células asociadas con la iniciación de primordios de raíz, se 
observó también en las primeras divisiones encontradas tanto a las 24 (Fig. 44 G y H) como a 
las 72 horas (Fig. 44 J y K) tras el tratamiento con AIB, que muestran una señal muy intensa 
de hibridación. Algunas de estas divisiones podrían tratarse de las primeras divisiones 
asimétricas que darán lugar al primordio radicular (como indicamos con una flecha en las 
Figura 44 H y K). En las muestras 44 A y L hibridadas con la sonda sentido, no se detectó 
señal de hibridación.  
 
Figura 44: Localización in situ del transcrito del gen CsSCL1 en secciones de hojas de la línea P2C (A, B, C) y 
P2Rb (D, E, F, G, H, I, J, K, L) tratadas con AIB 0 µM (B, E), con AIB 25 µM (A, C, D, F, G, H, J, K), y con 
AIB 25 µM y NPA 50 µM, simultáneamente (I, L). Las hojas fueron recogidas a las 12 (D), 24 (A, B, C, E, F, G, 
H, I, L) 72 horas (J, K) después de iniciar el tratamiento. Nótese la ausencia de señal en las muestras hibridadas 
con la sonda sentido (A, L). Indicadas con una flecha aparecen las posibles primeras divisiones asimétricas que 




De nuevo estos resultados indican que el gen CsSCL1 participa en la inducción del 
proceso de EA, y su patrón de expresión está determinado por el estado ontogenético del 
material independientemente del tipo de explanto empleado.  
Los resultados de la expresión espacial del gen durante la formación de los primordios y 
en el desarrollo de la raíz se muestran en la Figura 45. Se observa una señal intensa en los 
primordios de RAs (Fig. 45 A, B y C), así como en las primeras etapas de desarrollo de 
primordios de RLs (Fig. 45 E). También podemos ver en las muestras recogidas a los 10 días 
tras el tratamiento con AIB, la conexión de los primordios con el tejido vascular a partir del 
cual se originaron (Fig. 45 A, C, D). En etapas más avanzadas del desarrollo de la raíz, el 
ARNm se localizó en el ápice de la raíz (Fig. 45 F), concretamente en el CQ, en las células 
iniciales del córtex y endodermis, y en la columela. En la muestra D de la Figura 45, 
hibridada con la sonda sentido no se detectó señal de hibridación. 
 
Figura 45: Localización in situ del transcrito CsSCL1 durante la iniciación y desarrollo de primordios 
radiculares y en el ápice de la raíz. Secciones transversales (A y B) y longitudinales (C, D) de peciolos a los 10 
días tras la inducción del enraizamiento donde localizamos primordios de raíces adventicias. Secciones 
longitudinales de raíz mostrando un primordio de raíz lateral (E) y el ápice de la raíz (F). Nótese la ausencia de 
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En la Figura 46 se muestra el efecto del NPA en la expresión del gen durante el desarrollo 




apartado 1.5. En las muestras tratadas exclusivamente con AIB el transcrito se localizó en 
todo el primordio, pero en mayor abundancia en las capas externas que en la zona central y en 
la incipiente columela (Fig. 46 A). Un patrón de expresión similar se observó en las pocas 
raíces que se desarrollaron cuando se aplicó NPA y AIB simultáneamente, aunque en este 
caso aún no se evidenció la presencia de la columela (Fig. 46 B). De acuerdo con el retraso 
que tiene lugar en el desarrollo del primordio, cuando el NPA se aplicó tras el tratamiento con 
AIB, el transcrito se localizó con una señal baja y difusa en las células periféricas del 
meristemoide incipiente (Fig. 46 C). Por lo tanto, estos datos apuntan a que el gen CsSCL1 
participa en el control del establecimiento del patrón radial del ápice de la raíz y en el 
mantenimiento del CQ y que el NPA altera el patrón de expresión del gen durante el 
desarrollo radicular. 
 
Figura 46: Efecto del NPA sobre la expresión del gen CsSCL1 en el desarrollo de primordios en hojas de 
castaño. Las muestras fueron recogidas a los 10 días tras el inicio del tratamiento con AIB durante 5 días (A) con 
AIB y NPA simultáneamente durante 5 días (B) y con AIB durante 5 días y posteriormente transferidas a medio 
con NPA otros 5 días (C).  
 
4.2.3. CsRLK (Castanea sativa Receptor-like kinase) 
Para estudiar la posible participación del gen CsRLK en el EA, también se 
analizó mediante qPCR la expresión relativa del gen en el sistema de hojas, 
utilizando las mismas muestras, tratamientos y tiempos descritos en el caso del 
gen CsSCL1. Como se muestra en las Figura 47, el gen CsRLK no es inducible 
por la aplicación de auxina exógena (25 µM) durante las primeras 24 horas en 
ninguna de las líneas (P2Rb y P2C), ya que los niveles de expresión en las 
muestras control y tratadas con AIB no mostraron diferencias significativas (Fig. 
47 A y B). De manera similar, el tratamiento con NPA tampoco afectó 
significativamente a los niveles de expresión génica de las muestras de la línea 
P2Rb tratadas con AIB (Fig. 47 C). Estos resultados sugieren que el gen no  está 




responde de forma similar independientemente del estado ontogenético del 
material. Por ello, aunque de nuevo se evaluó la interacción entre el tiempo y el 
tratamiento, esta no afecta a la expresión génica (Tabla 33).  
  
 
Figura 47: Niveles de expresión relativa del gen CsRLK durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Para cada parámetro, los valores con la misma letra no son 
significativamente diferentes de acuerdo con el test de Duncan (P ≤ 0,05).  
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Figura 48:  Hibridación in situ  del transcrito del gen CsRLK.  (A, B y C) Sección longitudinal 
del ápice de un brote. (D) Sección transversal del tallo mostrando una yema axilar. (E, F y G) 
Sección transversal del peciolo de hojas  con un primordio (E), una raíz adventicia emergente 
(F) y del que emerge una raíz adventicia mostrando un primordio de raíz lateral  (prl). (H) 
Primordio de la raíz lateral con más aumento. (I)  Sección longitudinal del ápice de la raíz .  
Nótese la ausencia de señal  en la muestra hibridada con la sonda sentido (A). Las flechas en C 
muestra una yema axilar (izquierda) y  el inicio de primordios foliares (derecha).  
 
El análisis realizado mediante qPCR mostró mayores niveles de expresión del 
gen CsRLK en las partes aéreas de la planta (ápice, entrenudos y yemas axilares) 
que en las raíces. En la Figura 48 se muestra la localización del transcrito CsRLK 
en el ápice del brote (Fig. 48 A, B y C), en las yemas axilares (Fig. 48 D), en los 
primordios de RAs (Fig. 48 E) y RLs (Fig. 48 G y H), durante el desarrollo de los 
primordios (Fig. 48 F) y en el ápice de la raíz (Fig. 48 I). A lo largo del tallo, el 
gen mostró una expresión basal relativamente elevada y generalizada (Fig. 48 B y 
D). En el ápice del brote, no se localizaron transcritos CsRLK en la zona central 
del meristemo apical, pero sí de manera intensa y muy localizada en la 
protodermis (Fig. 48 C). En las yemas axilares y al inicio de su desarrollo, 
también detectamos una fuerte expresión del gen (Fig. 48 C, flecha izquierda), al 




medida que progresa el desarrollo de las yemas axilares, la señal se localizó en 
las capas más externas de la misma, la túnica, con una expresión muy baja o nula 
en el meristemo central (Fig. 48 D). Este patrón de expresión se reproduce en los 
primordios de RLs, en los cuales la señal se localizó en las capas externas del 
meristemo (Fig. 48 G y H). Concordando con los niveles bajos detectados 
mediante q PCR en raíces y hojas, la localización del transcrito en estos órganos 
es muy baja (Fig. 48 E, F, G, I vs Fig. 39 I), aunque sí se detectaron niveles muy 
elevados en los primordios de RAs (Fig. 48 E) y en la parte apical de la raíz (Fig. 
48 F e I). La Figura 48 A muestra ausencia de señal en las muestras hibridadas 
con la sonda sentido. 
4.2.4. CsGH3.2 (Castanea sativa Gretchen Hagen 3.2) 
Utilizando el mismo sistema de hojas evaluamos , mediante qPCR, los niveles 
de expresión del gen CsGH3.2 durante la inducción de RAs. Las muestras de las 
líneas P2Rb y P2C mostraron un fuerte incremento (P ≤ 0,01) de los niveles de 
expresión del gen en respuesta a la auxina durante las primeras 24 horas 
analizadas (Fig. 49 A y B). Aunque en ambas líneas el gen se indujo por auxina, 
esta inducción fue al menos dos veces mayor en el material juvenil con alta 
capacidad de enraizamiento que en el adulto (línea P2C).  El mayor incremento 
observado fue a las 12 horas, momento en el que los niveles detectados en las 
muestras P2Rb tratadas con AIB alcanzaron niveles 40 veces superiores a los de 
las muestras control. El tratamiento con NPA redujo significativamente los 
niveles de expresión de las muestras de P2Rb, con respecto a las tratadas 
solamente con AIB (Fig. 49 C), alcanzando niveles intermedios a los detectad os 
en las muestras control y en las tratadas con auxina y niveles similares a los de 
las muestras P2C tratadas con auxina. Estos resultados muestran que el gen 
CsGH3.2 se induce por auxina, de forma distinta en material juvenil y adulto y 
esta inducción es parcialmente reversible mediante el tratamiento con NPA en el 
material juvenil. En la Tabla 33 se muestra que estas diferencias no se deben a la 






Figura 49: Niveles de expresión relativa del gen CsGH3.2 durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y de P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 
0,05) de acuerdo con el test t de Student.  
 
La localización del transcrito en ápices de brotes y durante el desarrollo de 
primordios de RAs se muestra en la Figura 50. El gen se expresa abundantemente 
en la parte apical del brote, pero más intensamente en el ápice y primordios de 
yemas axilares, así como también en los primordios foliares (Fig. 50 A y B). 
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Durante el enraizamiento, la señal es casi ausente en los tejidos de las hojas no 
involucrados en el enraizamiento (Fig. 50 C), con localización específica en las 
células iniciales de la epidermis, el córtex y la endodermis del primordio de raíz 
(Fig. 50 C y D) y de forma más tenue en la parte central del meris temo que dará 
lugar a la estela.  
 
 
Figura 50:  Localización in situ  del transcrito CsGH3.2 . (A, B) Sección longitudinal del ápice 
de un brote. (C, D) Sección transversal una hoja mostrando la presencia de primordios de 
raíces adventicias.  
 
4.2.5. Otros genes caracterizados 
En este apartado, se presentan los resultados del análisis mediante qPCR de los genes 
CsSCL3, CsSHR1, CsSHR2, CsEN0D93 y CsUGT. El estudio se llevó a cabo en el sistema de 
hojas, durante la las primeras 24 horas, para evaluar su participación en la inducción del EA 
de castaño. Los tratamientos utilizados en la inducción son los ya descritos en los apartados 
anteriores: muestras control y muestras tratadas con AIB de las dos líneas (Rb y C) y muestras 
de la línea Rb tratadas con AIB y NPA simultáneamente. 
4.2.5.1. CsSCL3 (Castanea sativa SCARCROW-like 3) 
Como se muestra en la Figura 51, el gen CsSCL3 no responde al tratamiento auxínico 
en ninguna de las dos líneas de cultivo (Fig. 51 A y B), manteniendo los niveles de expresión 
constantes a lo largo de las primeras 24 horas en todas las muestras. Por lo tanto, en lo que 




individuo ni por la aplicación exógena de auxina. Sin embargo, la aplicación de NPA 
incrementó los niveles de expresión génica de forma significativa (P ≤ 0,05) a las 12 horas en 
las muestras tratadas con AIB de la línea P2Rb (Fig. 51 C). Teniendo en cuenta que la 
aplicación de auxina exógena no modificó los niveles de expresión del gen, cabe pensar que el 
efecto inductor del NPA no se produce a través de la ruta de señalización auxínica.  
 
Figura 51: Niveles de expresión relativa del gen CsSCL3 durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y de P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 
0,05) de acuerdo con el test de Duncan.  
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A partir de estos resultados no podemos inferir si el gen está participando o no en la 
fase de inducción del EA al menos en las 24 horas evaluadas. En la Tabla 34 confirmamos 
que no hay una interacción entre el tiempo y el tratamiento en la regulación de los niveles de 
expresión génica y que solo el tratamiento de NPA generó diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamiento evaluados. 
4.2.5.2. CsSHR1 (Castanea sativa SHORT ROOT 1) 
El gen CsSHR1 mostró ligeras variaciones en los niveles de expresión a lo largo de las 24 
horas evaluados en la línea P2C (Fig. 52 A), sin diferencias significativas en cada tiempo 
concreto entre las muestras control y las tratadas con AIB. La única diferencia significativa 
observada fue un ligero descenso a lo largo del tiempo en las muestras tratadas con auxina, 
pero que no se corresponde en ningún momento con un efecto inductor o inhibidor debido a la 
propia auxina. Estas modificaciones pueden ser debidas a la manipulación de los explantos o a 
interacciones con otros factores. En la línea P2Rb, los niveles de expresión se mantuvieron 
constantes independientemente del tiempo y del tratamiento auxínico, sin diferencias 
significativas en ningún caso (Fig. 52 B). El tratamiento con NPA originó un incremento 
significativo (P ≤ 0,05) de los niveles de expresión a las 24 con respecto a las muestras 
tratadas con AIB. En ningún caso existe interacción entre el tiempo y el tratamiento aplicado 
y el único factor que afecta a la expresión génica es la aplicación de NPA (P ≤ 0,05). 
4.2.5.3. CsSHR2 (Castanea sativa SHORT ROOT 2) 
En ambas líneas, juvenil y adulta, el patrón de expresión del gen CsSHR2 se vio 
modificado por el tratamiento de auxina durante las primeras 24 horas, pero de forma 
diferente a lo largo del tiempo en cada una de las líneas como se muestra en la Figura 53 (A y 
B). En el caso del material adulto, se observó un incremento transitorio a las 12 horas de los 
niveles de expresión del gen en las muestras control. Por otra parte el tratamiento con auxina 
produjo un incremento significativo de los niveles del transcrito a las 6 horas, y los niveles se 
mantuvieron constantes durante las 24 horas analizadas (Fig. 53 A). Este patrón de expresión 
se debe a la interacción entre el tiempo y el tratamiento (Tabla 34). En la línea juvenil, las 
muestras control presentaron niveles constantes del transcrito durante las 24 horas analizadas. 
La expresión del gen CsSHR2 se incrementó significativamente a las 12 horas tras el 
tratamiento con auxina con relación a su controle (Fig. 53 B). La aplicación de NPA redujo 
significativamente la expresión del gen a las 12 horas, momento en el que los valores de 




aplicación de AIB (Fig. 53 C). La respuesta observada en la línea P2C se debe a la interacción 
entre ambos factores (P ≤ 0,05). Por el contrario en la línea P2Rb, no existe interacción y las 
diferencias observadas son debidas al tratamiento auxínico (Tabla 34). Estos resultados 
indican que el gen CsSHR2 está regulado por auxina de forma diferencial C vs BS y sugieren 
que podría participar en la inducción del enraizamiento. 
 
Figura 52: Niveles de expresión relativa del gen CsSHR1durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño de brotes P2C (A) y de P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los tratamientos con 25 
μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 50 μM NPA 
(AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los datos fueron 
normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico la muestra 
con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 0,05) de 
acuerdo con el test de Duncan.  
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Figura 53: Niveles de expresión relativa del gen CsSHR2 durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y de P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 
0,05) de acuerdo con el test de Duncan. Los niveles de expresión (A) se deben a la interacción entre ambos 
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4.2.5.4. CsENOD93 (Castanea sativa early nodulin 93) 
El patrón de expresión del gen CsENOD93 reveló que los niveles del transcrito en la línea 
adulta no experimentaron variaciones significativas durante las primeras 24 horas analizadas, 
ni por efecto de corte ni debido al tratamiento con AIB (Fig. 54 A). Por el contrario, en la 
línea P2Rb la aplicación de AIB indujo un pico de expresión transitorio a las 12 horas, 
alcanzando en este punto valores relativos de expresión superiores a 20 (Fig. 54 B). En las 
muestras control, los niveles de expresión se mantuvieron constantes durante las 24 horas 
analizadas. La aplicación del NPA a las muestras tratadas con auxina, inhibió 
significativamente la inducción del gen provocada por la auxina a las 12 horas (Fig. 54 C). 
Por lo tanto el gen CsENOD93 se induce por auxina únicamente en el material juvenil, 
competente para enraizar, y esa inducción se bloquea al inhibir el TPA. A nivel estadístico 
(Tabla 35), las diferencias observadas en el material juvenil son debidas a la interacción entre 
el tiempo y el tratamiento ya sea con AIB o NPA (P ≤ 0,05).  
4.2.5.5. CsUGT (Castanea sativa UDP-Glicosiltransferasa) 
El gen CsUGT mostró un patrón de expresión bastante diferente a los descritos 
anteriormente (Fig. 55). En el material adulto, los niveles de expresión del gen disminuyeron 
significativamente (P ≤ 0,05) tras la aplicación de auxina, en los tres tiempos analizados (Fig. 
55 A). El material juvenil mostró también esa misma tendencia, pero solamente se 
encontraron diferencias significativas a las 24 horas, momento en que las muestras control 
alcanzan los valores máximos de expresión (Fig. 55 B). El tratamiento con NPA, no solo 
contrarrestó el efecto inhibidor en la expresión del tratamiento con AIB, sino que indujo 
significativamente la expresión génica a las 24 horas. Los valores relativos de expresión de las 
muestras tratadas simultáneamente con AIB y NPA a las 24 horas, prácticamente duplicaron a 
los valores más altos alcanzados por las muestras control, a las que no se sometió a ningún 
tipo de tratamiento hormonal. Estos resultados sugieren que la ruta de señalización auxínica 
está reprimiendo la expresión de dicho gen. Las diferencias observadas en el material adulto y 
en el juvenil al aplicar AIB y NPA (Fig. 55 A y C) se deben a la interacción entre ambos 







   
 
 
Figura 54: Niveles de expresión relativa del gen CsENOD93 durante la inducción del enraizamiento adventicio 
en hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y de P2Rb (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 
0,05) de acuerdo con el test de Duncan. (B, C) Los niveles de expresión del material juvenil dependen de la 
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Figura 55: Niveles de expresión relativa del gen CsUGT durante la inducción del enraizamiento adventicio en 
hojas de castaño procedentes de brotes P2C (A) y de P2Rb  (B, C) durante las primeras 24 horas tras los 
tratamientos con 25 μM AIB, sin tratamiento hormonal (CTRL) y tratadas simultáneamente con 25 μM AIB y 
50 μM NPA (AIB+NPA). Los valores muestran la media de tres replicados biológicos ± el error estándar. Los 
datos fueron normalizados usando tres genes referentes y se empleó como calibrador de cada replicado biológico 
la muestra con los niveles de expresión más bajos. Las diferentes letras marcan diferencias significativas (P ≤ 
0,05) de acuerdo con el test de Duncan (B) y t de student. (A, C) Los niveles de expresión dependen de la 
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5. CAPACIDAD RIZOGÉNICA 
Empleando el chopo, como especie modelo, se evaluó el efecto de la manipulación 
hormonal de las rutas de señalización de las auxinas y las giberelinas en la respuesta 
rizogénica de los brotes cultivados in vitro. Para ello se realizaron 5 tratamientos: 2 μM AIB, 
5 μM NPA, 2 μM AG3 y 5 μM PAC. Como controles se utilizaron brotes sin la aplicación de 
ningún tipo de regulador de crecimiento. No existen diferencias significativas en la respuesta 
entre las tres líneas evaluadas ni a nivel morfológico ni fisiológico. En la Figura 7, se 
muestran brotes al final del periodo de proliferación in vitro y en la Figura 8, se muestran las 
tres líneas aclimatadas ex vitro, confirman que no hay diferencias fenotípicas entre ellas. 
El chopo es una especie con elevada capacidad rizogénica (Fig. 56), que no necesita de 
ningún tratamiento hormonal para que se produzca el EA in vitro. En el tratamiento control, 
se alcanzó el 97 % de enraizamiento y la emergencia de las RAs tuvo lugar aproximadamente 
a los 9 días (Tabla 36). Los tratamientos con AIB y PAC no mejoraron la respuesta rizogénica 
de los brotes en términos de porcentaje de enraizamiento y tiempo requerido para la 
emergencia de las raíces. Por el contrario tanto la aplicación de AG3 como la de NPA 
redujeron ligeramente el porcentaje de enraizamiento (significativamente en el caso del AG3) 
y además el NPA provocó un retraso significativo del enraizamiento de 8 días (Tabla 36; Fig. 
56).  
Figura 56: Efecto del tratamiento hormonal en la cinética del enraizamiento de brotes de chopo. Los brotes 
fueron cultivados en medio MS½ y tratados con AIB (2 μM), NPA (5 μM), AG3 (2μM), PAC 5 (μM) o sin 
































Figura 57: Brotes de chopo de la línea SHR1PGG1A enraizados in vitro en medio MS½ a los 30 días tras el 
tratamiento hormonal. De izquierda a derecha se muestran brotes sin tratamiento hormonal (CTRL); tratado con 
AIB (2 µM), con NPA (5 µM), con AG3 (2 µM) y con PAC (5 µM).  
Como podemos observar en la Tabla 36, el número de RAs desarrolladas fue el parámetro 
más afectado por los diferentes tratamientos. La aplicación de AIB no afectó 
significativamente al número de raíces, aunque en general este es ligeramente menor al de las 
muestras control. El tratamiento con PAC, incrementó significativamente el número de raíces 
con respecto a cualquiera de los otros tratamientos, alcanzando el valor máximo (15,9 raíces). 
De nuevo, el NPA y el AG3 afectaron negativamente a la capacidad rizogénica de los brotes, 
reduciendo el número de raíces a 2,7 y 4,5, respectivamente, frente a 11,1 raíces formadas en 
el tratamiento control. Independientemente del tratamiento aplicado, en general las raíces se 
desarrollaron en un único punto en la base del tallo. Como se muestra en la Figura 57, la RAs 
emergieron formando una roseta alrededor del tallo, excepto en los brotes tratados con NPA, 
en los que frecuentemente las pocas raíces desarrolladas emergían a partir de una zona 
localizada en una de las mitades de la zona basal del tallo. La longitud de las raíces se vio 
reducida significativamente al aplicar NPA y PAC, con respecto a los otros tratamientos en 
los que la longitud se mantuvo constante. Además, la formación de RLs se redujo al aplicar 
NPA y PAC, siendo este efecto más acusado y significativo en el tratamiento con PAC, ya 
que en aquellos brotes que formaron RLs, estas fueron escasas y muy cortas, (escasamente 1 
mm), como se muestra en la figura 57. 
Finalmente evaluamos el estrés de los brotes en respuesta a los diferentes tratamientos, en 
términos de necrosis apical y capacidad de reemprender el crecimiento. En general, 
independientemente del tratamiento no mostraron síntomas significativos de estrés. La 
presencia de necrosis apical fue ocasional, posiblemente debida a la manipulación de los 
brotes más que al tratamiento aplicado. En el chopo, especie de crecimiento rápido, que no lo 
detiene durante la fase de EA, se observó que la aplicación de NPA y PAC bloqueó el 
crecimiento de los brotes aunque siguen mostrando un aspecto vigoroso, especialmente en los 







































































































































































































































































































































































































































































































































En la Tabla 37 se comparó la respuesta fisiológica de las tres líneas de cultivo, mostrando 
que no existen diferencias significativas (P ≤ 0,01) en ninguno de los parámetros evaluados 
entre las líneas transgénicas y la línea wild type.  
En general observamos que no es necesaria la aplicación de auxinas exógenas para 




enraizamiento, sin embargo la aplicación de NPA, al bloquear el TPA endógenas causó un 
retraso del enraizamiento y redujo el número y la longitud de las raíces. Por otro lado el AG3 
afectó negativamente a la capacidad rizogénica, reduciendo el porcentaje y el número de RAs 
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6. ANÁLISIS DEL PATRÓN DE EXPRESIÓN DE 
pPtSHR1::GUS 
Con el fin de evaluar la regulación del gen PtSHR1 por las vías de señalización hormonal 
de auxinas y del ácido giberélico, se recogió la zona basal de los brotes de la línea transgénica 
SHR1PGG1A, que lleva la construcción pPtSHR1::GUS, tratados con AIB, NPA, AG3 y 
PAC a diferentes tiempos (24 horas, 7 días y 14 días) tras el inicio de estos tratamientos. 
Además, se recogieron muestras control, sin tratamiento hormonal así como muestras del 
fenotipo salvaje, no portadoras de la construcción pPtSHR1::GUS y por lo tanto sin actividad 
GUS en el análisis histoquímico. 
En los brotes de chopo, al igual que ocurre en Arabidopsis,  la respuesta rizogénica está 
muy focalizada en un punto de la zona basal, 1-2 mm por encima del corte. En ese punto 
tienen lugar cambios moleculares directamente asociados con el EA, como se observa en la 
Figura 58. El análisis histoquímico de las muestras procedentes de las líneas transgénicas 
recogidas a las 24 h, mostró que el patrón de localización GUS se vio alterado por los 
diferentes tratamientos hormonales (Fig. 59). Como era esperable, en las muestras 
procedentes del fenotipo salvaje, no se detectó actividad GUS (Fig. 59 A). En las muestras de 
la línea transgénica sin tratamiento hormonal (Fig. 59 B) la expresión se localizó 
específicamente en el haz vascular, tanto en el xilema como en el floema y el cambium. Los 
tratamientos con AIB y con NPA produjeron un incremento de la actividad GUS controlada 
por el promotor PtSHR1, siendo la señal bastante más intensa en el tratamiento con AIB (Fig. 
59 C, D) y en ambos casos se expandió hacia el córtex y la medula. La alteración de la ruta de 
señalización de las giberelinas, mediante la aplicación de AG3 y PAC, también modificó el 
patrón de expresión génica. Estos tratamientos produjeron una disminución de la señal de 
GUS, siendo menos intensa y más difusa a lo largo del cilindro vascular y la medula que en 
las muestras control (Fig. 59 E y F).  
 
Figura 58: Determinación histoquímica de la actividad GUS en la zona basal de brotes de la línea transgénica 






Figura 59: Patrón de expresión del gen reportero GUS en brotes de chopo con fenotipo salvaje (A), y de la línea 
transgénica portadora de la construcción pPrSHR1::GUS (B, C, D, E, F). Secciones transversales de la zona 
basal de brotes recogidos a las 24 h sin tratamiento hormonal (A, B) y de brotes tratados con AIB 2 µM (C); con 
NPA 5 µM (D); con AG3 2 µM (E) y con PAC 5 µM (F). La expresión se determinó mediante tinción 
histoquímica de la actividad GUS. 
Para analizar la regulación del gen PtSHR1 durante el desarrollo de los primordios de 
RAs bajo los diferentes tratamientos hormonales se recogieron muestras a los 7 y 14 días, ya 
que como se indicó en el apartado anterior dependiendo del tratamiento la emergencia de las 
raíces tuvo lugar entre los 8 y 17 días. Como se observa en la Figura 60, con todos los 
tratamientos se produjo EA, sin embargo el patrón de expresión temporal y espacial del gen 
marcador GUS fue diferente según el tratamiento. El patrón radial de crecimiento del 
primordio también se vio alterado, en función del tratamiento aplicado. En las plantas no 
transgénicas, y sin ningún tratamiento, se observaron primordios desarrollados a los 7 días, 
pero como era esperable no se detectó ninguna coloración azul tras realizar la tinción 
histoquímica (Fig. 60 A y B). En las plantas transgénicas control, a los 7 días la presencia de 




dichos primordios desde sus primeras etapas del desarrollo hasta su emergencia (Fig. 60 C y 
D). La aplicación de AIB incrementó la actividad GUS con una señal muy patente en el 
cambium y floema del brote y en todo el primordio, especialmente en los haces que conectan 
el cilindro vascular del brote y de la RA emergente, y leve y difusa en el resto de tejidos del 
brote. (Fig. 60 E y F). En los brotes transgénicos tratados con NPA, a los 7 días no se observó 
la presencia de primordios (Fig. 60 G), momento en que se detectó una leve actividad GUS 
muy focalizada en el floema, en los cortes que corresponden a la zona concreta donde tiene 
lugar la respuesta rizogénica (1-2 mm por encima de la zona de corte), como se mostró en la 
Figura 58. A los 14 días tras el tratamiento con NPA (Fig. 60 H e I), sí se observó la presencia 
de primordios desarrollados, en los cuales la tinción GUS mostró un patrón ligeramente 
distinto al observado en las muestras tratadas con AIB. La expresión no se focalizó 
exclusivamente en los primordios, también se detectó de forma leve y difusa en todos los 
tejidos del brote y de forma algo más intensa en las capas externas del floema. La capa de 
córtex perdió la organización del tejido sin llegar a generar un callo aparente a nivel 
macroscópico. Por el contrario en el primordio la expresión fue muy patente, especialmente 
en el meristemo central, y prácticamente ausente en la inserción del brote y la RA. Como se 
muestra en la Figura 60 I, en una imagen de más aumentos del meristemo apical del 
primordio, las células no presentaron una disposición tan ordenada y organizada en capas 
concéntricas como en los primordios desarrollados en las muestras control y las tratadas con 
AIB, de forma que el tratamiento con NPA alteró el patrón radial característico del ápice 
radicular. De nuevo el efecto del tratamiento con AG3 mostró similitudes con el de NPA (Fig. 
60 J, K y L). A los 7 días (Fig. 60 J), no se observó la formación de primordios ni se detectó 
ningún tipo de señal debido a la actividad GUS. A los desarrollados, mucho más intensa en el 
meristemo central, el cual ha perdido la organización radial celular, y sin muestras de 
actividad GUS en los tejidos del brote. Finalmente se evaluaron muestras tratadas con PAC y 
recogidas a los 7 días (Fig. 60 M, N y O) en las cuales la señal fue más tenue y se focalizó en 
los primordios de RAs.  
También se analizó el patrón de expresión en las RAs desarrolladas con cada uno de los 
tratamientos hormonales. Como se muestra en la Figura 61 la actividad GUS fue intensa en el 
ápice de la raíz en todos los tratamientos, pero con un patrón de distribución específico en 
cada uno de ellos. En primer lugar se muestran secciones de raíces del fenotipo salvaje, en las 
cuales no se detectó expresión GUS ya que no contiene la construcción pPtSHR1::GUS (Fig. 





Figura 60: Patrón de expresión del gen reportero GUS en brotes de chopo con fenotipo salvaje (A, B), y de la 
línea transgénica portadora de la construcción pPtSHR1::GUS (de la C a la O). Secciones transversales de la 
zona basal de brotes recogidos a los 7 d sin tratamiento hormonal (C, D) y tratados con AIB 2 µM (E, F); con 
NPA 5 µM (G); con AG3 2 µM (J) y con PAC 5 µM (M, N, O) y recogidos a los 14 d, tratados con NPA 5 µM 
(H, I) y con AG3 2 µM (K, L). La expresión se determinó mediante tinción histoquímica de la actividad GUS.  





Figura 61: Patrón de expresión del gen reportero GUS en brotes de chopo con fenotipo salvaje (A, B, C), y de la 
línea transgénica portadora de la construcción pPtSHR1::GUS (de la D a la R). Secciones longitudinales de 
raíces crecidas sin tratamiento hormonal (D, E, F) y tratados con AIB 2 µM (G, H, I); con NPA 5 µM (J, K, L); 
con AG3 2 µM (M, N, O) y con PAC 5 µM (P, Q, R). La expresión se determinó mediante tinción histoquímica 





En las raíces de la línea transgénica desarrolladas en medio sin reguladores de 
crecimiento, la expresión se detectó a lo largo de toda la raíz y en todos los tejidos a 
excepción de en la caliptra. En estas raíces la coloración azul fue más intensa en la 
endodermis de la zona media de la raíz y en el meristemo central del ápice (Fig. 61 D, E y F). 
En las raíces desarrolladas en un medio que contiene AIB, la expresión fue uniforme en todos 
los tejidos a excepción de en la endodermis, donde la coloración azul fue más intensa (Fig. 61 
G, H e I). La aplicación de NPA incrementó considerablemente la actividad GUS en todos los 
tejidos de la zona media de la raíz y en el meristemo central del ápice radicular. Por otra parte, 
no se detectó expresión GUS en la caliptra. En medio con NPA se desarrollaron raíces muy 
estrechas y con un ápice deforme (Fig. 61 J, K y L). En las raíces desarrolladas en AG3, la 
actividad del promotor en la zona media de la raíz se localizó en la estela y de forma más 
intensa en la endodermis, que aparentemente presentó más de una capa celular, mientras que 
su actividad fue muy baja en las células del córtex. Las raíces desarrolladas en presencia de 
AG3 mostraron un mayor desarrollo del cilindro vascular frente a un córtex con pocas capas 
celulares. El ápice mostró sobreexpresión en el procambium y debido a ella, desorganización 
celular (Fig. 61 M, N y O). Finalmente, el PAC redujo los niveles de actividad GUS en la 
zona media de la raíz, con una expresión baja y focalizada en la endodermis y en las células 
con actividad meristemática del ápice radicular (Fig. 61 P, Q y R). Las raíces desarrolladas en 
PAC, mostraron una reducción del meristemo apical de la raíz en comparación con las raíces 
desarrolladas sin reguladores de crecimiento (CTRL). Bajo este tratamiento se desarrollaron 
raíces gruesas con un cilindro vascular muy estrecho y un incremento de las capas de células 










A. CASTANEA SATIVA 
1. RESPUESTA RIZOGÉNICA A LA APLICACIÓN DE 
AUXINAS 
El EA es una etapa crucial en la propagación vegetativa de árboles y plantas hortícolas y 
ornamentales de interés agronómica, forestal e industrial. Sin embargo, sigue siendo una de 
las principales limitaciones en la propagación clonal de árboles adultos seleccionados, 
especialmente en el caso de especies recalcitrantes como es el castaño, especie utilizada a lo 
largo de esta memoria. La formación de RAs, es imprescindible para la obtención de plantas 
funcionales, tanto en procesos de estaquillado como en sistemas de micropropagación a partir 
de brotes cultivados in vitro. Por ello, hoy en día se sigue investigando en la optimización de 
las condiciones de enraizamiento para diversas especies forestales de interés industrial. Por 
ejemplo en Cornus mas, el porcentaje máximo de enraizamiento alcanzado fue del 73% 
(Ďurkovič y Bukovská, 2009), y esta eficiencia fue aún menor en Beilschmiedia berteroan, 
especie amenazada endémica de Chile, en la que el porcentaje máximo de brotes enraizados 
no alcanzó el 50% (Uribe et al., 2011). La principal dificultad viene dada por la cantidad de 
factores endógenos y exógenos que regulan el proceso como el Ca2+, los azucares, las auxinas, 
las poliaminas, el etileno, el óxido nítrico, el peróxido de hidrogeno, el monóxido de carbono, 
cGMP, MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) y las peroxidasas, entre otros (Geiss et 
al., 2009; Li et al., 2009; Bellini et al., 2014). Esto datos reflejan la tremenda dificultad que 
supone la optimización de protocolos y las grandes diferencias en la capacidad rizogénica y 
los requerimiento de cada especie. El conocimiento en profundidad del EA, las bases 
moleculares que lo dirigen y sus rutas de control y regulación nos permitirá establecer nuevas 
vías de optimización del proceso. 
En especies de difícil enraizamiento, como es el caso del castaño, la aplicación de auxina 
exógena es un requisito necesario para inducir la formación de RAs, al igual que en 
Mesembryantemun crystallinum L. (Konieczny et al., 2009), Aloe vera (Lee et al., 2011), 
Juglans regia (Heloir et al., 1996), Malus domestica (Naija et al., 2008) y otras especies de la 
familia fagaceae como Quercus suber (Manzanera y Pardos, 1990) y Q robur (Sánchez et al., 
1996; Vidal et al., 2003). En castaño, desde hace años en nuestro laboratorio se han 
establecido protocolos para el enraizamiento in vitro de diferentes clones (Sánchez et al., 
1997b; Viéitez et al., 1986, 1989, 2007), ajustando los tratamientos en función del genotipo y 
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las características (juveniles o adultas) del material. En este trabajo hemos profundizado en 
diferentes aspectos del EA de castaño, utilizando para ello dos líneas (juvenil y adulta) del 
mismo clon y que han servido como sistema experimental en las dos últimas décadas. En 
primer lugar, hemos comprobado, que utilizando el mismo tratamiento, los porcentajes de 
enraizamiento de los brotes coinciden plenamente con los obtenidos en este mismo clon poco 
después de su establecimiento in vitro hace más de 20 años (Sánchez y Viéitez, 1991), lo que 
pone de manifiesto la estabilidad de estos brotes en cuanto a su capacidad de enraizamiento. 
Por otra parte, ambos tratamientos ensayados (“dipping” y AIB 75 μM) resultaron eficientes 
para la inducción de raíces, con altos porcentajes de enraizamiento, tiempo similar en la 
emergencia de raíces y en la longitud de las mismas. Tratamientos similares, variando la 
concentración (125 μM) y tiempo de aplicación (24-48 h) de AIB, ya habían sido descritos no 
solo en castaño (Sánchez et al., 1997b) sino también en otras fagáceas, como Quercus robur 
(Sánchez et al., 1996; Vidal et al., 2003) o en Q. alba, Q bicolor y Q rubra (Viéitez et al., 
2009).  
El estrés generado por el proceso de enraizamiento fue evidente en los brotes, 
independientemente del tratamiento utilizado, sin embargo se acusó de forma diferente en 
cada uno de ellos. Así, en el caso de “dipping” se manifestó en una pérdida de turgencia 
general del brote, la cual puede estar asociada con el posible incremento de la síntesis de 
etileno producido por concentraciones elevadas de auxina (de Klerk et al., 1999). Por otra 
parte, en los brotes enraizados con dosis más bajas de auxina, el estrés afectó únicamente al 
ápice, ya que mostraron un aspecto vigoroso pero altos porcentajes de sequía o necrosis 
apical, que en algunos casos son capaces de contrarrestar mediante el reemprendimiento del 
crecimiento de yemas axilares, y que finalmente no afectan a su viabilidad. La presencia de 
necrosis parece ser causada por una deficiencia en citoquininas y otros nutrientes como el 
calcio, ya que los brotes pasan de estar en un medio de proliferación que contiene BA a un 
medio de enraizamiento con los macronutrientes reducidos a ⅓ y desprovisto de citoquininas 
(Piagnani et al., 1996). Otra posible hipótesis es que al inducir el enraizamiento se retira el 
callo basal que pudiera actuar como un reservorio de nutrientes y citoquininas, y por lo tanto 
se puede generar un déficit en nutrientes y reguladores de crecimiento, retrasando su 
distribución eficiente en la planta (Viéitez et al., 1989). Estos autores consiguieron paliar la 
necrosis apical mediante la eliminación del ápice y la aplicación local de BA en esa zona para 
inducir el crecimiento de las yemas axilares. Otra posible alternativa para prevenir dicha 
necrosis, es la aplicación de bajas concentraciones de citoquinina en el medio de 
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enraizamiento, aunque con ello normalmente se inhibe la respuesta rizogénica (Xing et al., 
1997).  
Cabe destacar, que el tipo de tratamiento auxínico afectó al patrón de desarrollo radicular, 
tanto en el número de raíces como en su distribución. En base a estos parámetros y 
dependiendo de la utilidad del sistema, el mayor número de raíces obtenido mediante 
“dipping” y su distribución, no solo en la zona basal sino también a lo largo del tallo, pudiera 
ser favorable para la posterior supervivencia de los brotes una vez transferidos a condiciones 
ex vitro. Este patrón de desarrollo radicular acrobasal también se ha observado en otras 
especies como Prunus con tratamientos similares de AIB, pero no en los tratamientos con 
AIA (Štefančič et al., 2005). Sin embargo, tampoco puede atribuirse únicamente al tipo de 
auxina o tipo de tratamiento, “dipping” o inclusión en el medio, ya que en el caso de Cornus 
mas las raíces también emergieron de las partes aéreas tras el tratamiento con ANA incluida 
en el medio pero no con el de AIB (Ďurkovič y Bukovská, 2009). En general, ambos 
tratamientos, cada uno con sus ventajas e inconvenientes, puede resultar funcional a nivel 
práctico para la obtención de plantas enraizadas. En el caso del castaño, una de las ventajas 
del tratamiento de “dipping”, es que puede realizarse ex vitro, procediendo directamente a la 
aclimatación de la planta, lo cual redunda en una reducción de costes y mano de obra. De 
hecho, esta metodología está siendo utilizada para la producción de planta en la empresa 
Tragsa y también en nuestro laboratorio (Vidal et al., 2015). Sin embargo, a la hora de llevar a 
cabo otros estudios a nivel bioquímico o molecular, lo ideal es que dicha respuesta se 
concentre en un único punto especialmente durante las primeras etapas en que no se 
evidencian cambios morfológicos. 
En este trabajo, con la finalidad de estudiar y conocer los mecanismos moleculares que 
regulan el proceso de enraizamiento en castaño, hemos desarrollado un sistema experimental 
simple y alternativo al descrito en brotes, utilizando hojas procedentes de los brotes cultivados 
in vitro. Los resultados obtenidos en el sistema de hojas de castaño, ponen de manifiesto que 
las hojas enteras son más apropiadas que los segmentos de hojas para nuestros estudios, tanto 
por el porcentaje de enraizamiento como por el número de raíces desarrolladas por explanto. 
Por otra parte, se corrobora la utilidad del sistema de hojas para estudiar el EA en castaño, ya 
que muestra una respuesta rizogénica muy similar al de los brotes, tanto en porcentaje de 
enraizamiento como en el tiempo requerido para la emergencia de las raíces. En otros trabajos 
se ha mostrado que la capacidad rizogénica de las hojas puede ser incluso mayor que la de 
otros órganos, tales como hipocótilos, como ocurre en el caso de las hojas de Chicorium 
intybus L cv Focus (Nandagopal y Kumari, 2007) o mayor que los tallos en el caso de 
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Plumbago zeylanica L. y Labisia pumila var. Alata (Sivanesan y Jeong, 2009; Ling et al., 
2013). Como ya ocurría en el sistema de brotes, el proceso de enraizamiento en hojas es 
bastante sincrónico, lo que facilita la evaluación de pequeños cambios moleculares que tienen 
lugar en períodos muy cortos de tiempo durante el proceso de enraizamiento. Aunque el 
número de raíces desarrollado en hojas es menor que en los brotes de castaño tratados 
mediante “dipping”, el hecho de que en las hojas la mayoría de las raíces se originan en la 
zona basal del peciolo, supone una ventaja con relación al sistema de brotes, ya que de esta 
manera se focaliza la respuesta rizogénica lo que facilita tanto el estudio anatómico durante la 
inducción del enraizamiento, como la evaluación de factores bioquímicos y moleculares que 
tienen lugar durante el proceso de enraizamiento.  
En otras especies también se han utilizado diversos tipos de explantos para evaluar 
diferentes aspectos del proceso. Falasca et al. (2004) establecieron las condiciones óptimas de 
enraizamiento mediante “thin cell layers” (capas delgadas de células seccionadas del tallo) 
para estudiar los factores genéticos y bioquímicos que controlan el EA en Arabidopsis 
thaliana. También en Arabidopsis, Correa et al. (2012) desarrollaron un sistema en cultivos 
hidropónicos de hojas para evaluar los cambios que tienen lugar en la actividad peroxidasa y 
en el contenido en compuestos fenólicos y azucares durante el proceso de enraizamiento en 
presencia o ausencia de auxina exógena. Más recientemente, el sistema de hojas de 
Arabidopsis se utilizó para investigar el efecto de las hormonas endógenas y los mecanismos 
moleculares implicados en la formación de RAs, sin la aplicación de auxina exógena (Chen et 
al., 2014). En el caso de Medicago trunculata, Rose et al. (2006) utilizaron fragmentos de 
hojas para el estudio histológico de la formación de raíces inducidas por auxina. Los trabajos 
pioneros en especies leñosas, utilizando peciolos de hoja para estudiar el EA fueron realizados 
en Hedera hélix (Geneve et al., 1989; Geneve y Kester, 1991), sistema también utilizado para 
estudiar la pérdida de la capacidad de enraizamiento asociada al cambio de fase (Woo et al., 
1994; Sánchez et al., 1995). En castaño, se emplearon cotiledones para estudiar ciertos 
factores que regulan el EA (Giovannelli y Rinaldi, 2009).  
La pérdida de la capacidad de EA asociada a la maduración del árbol, es una de las 
principales limitaciones en la propagación clonal de árboles adultos seleccionados (Abarca y 
Díaz-Sala, 2009; Miguel y Marum, 2011; Wendling et al., 2014; Legué et al., 2014; 
Rasmussen et al., 2015). El cambio de fase o transición de la fase juvenil a la fase adulta, es 
un proceso complejo que afecta a muchas características pero de forma diferente en diferentes 
especies (Poethigh, 1990; Hackett y Murray, 1993). La pérdida progresiva del potencial 
morfogenético en especies leñosas con el incremento de la edad fisiológica y del estado 
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ontogenético durante el cambio de fase está descrita desde hace años (Fortanier y Jonkers, 
1976; Bonga, 1982; Greenwood, 1987, 1995; Haffner et al., 1991; Greenwood y Hutchison, 
1993; Hackett y Murray, 1993; Rasmussen y Hunt, 2010). Esta pérdida de capacidad 
morfogenética afecta negativamente a la capacidad de regeneración de brotes adventicios, 
raíces y embriones somáticos (Greenwood, 1995; Day et al., 2002; Díaz-Sala, 2014).  
El sistema experimental de dos líneas de brotes in vitro de castaño del mismo genotipo, 
pero diferente estado ontogenético utilizado en este trabajo, constató la pérdida de capacidad 
morfogenética asociada al cambio de fase (Sánchez y Viéitez, 1991). En estaquillas de 
Tectona grandis, se estableció una correlación entre el incremento en edad del progenitor de 
las estaquillas y la pérdida de la capacidad de enraizamiento (Husen y Pal, 2006). Por otra 
parte en gimnospermas se ha descrito otro sistema basado en la diferente capacidad de 
enraizamiento en respuesta a la auxina de estaquillas de hipocótilos y epicótilos de plántulas 
de Pinus taeda (Díaz-Sala et al., 1996; Busov et al., 2004) y P. radiata (Sole et al., 2008). 
Además, un sistema similar al de pino, ha sido extrapolado a Arabidopsis para estudiar la 
pérdida de la capacidad de enraizamiento asociada a la maduración (Díaz Sala et al., 2002).  
El sistema de hojas de castaño desarrollado en esta Tesis, también permite estudiar la 
pérdida de la capacidad de enraizamiento asociada a la maduración, ya que los porcentajes y 
la cinética de enraizamiento de cada línea de cultivo, juvenil o adulta, son muy similares en 
brotes y hojas. En ambos sistemas, la capacidad de enraizamiento depende del estado 
ontogenético del material de partida, de forma que los explantos procedentes de material de la 
copa, bien brotes u hojas son incompetentes para enraizar tras el tratamiento auxínico. En 
nuestro sistema de hojas, hemos utilizado las tres primeras hojas expandidas que son las más 
jóvenes cronológicamente, hay que tener en cuenta que el brote en su período de cultivo de 4 
semanas, también experimenta un envejecimiento fisiológico, y que también puede traducirse 
en una pérdida de capacidad rizogénica si se incrementa el periodo de subcultivo. Hemos 
comprobado que con el aumento de edad de los brotes (prolongando a 6 semanas el periodo 
de subcultivo) se reduce significativamente la capacidad de enraizamiento (datos no 
mostrados). Este mismo envejecimiento fisiológico puede verse reflejado en las hojas más 
basales del brote. Rasmussen et al. (2015) desarrollaron un sistema en guisante para estudiar 
los diferentes tipos de envejecimiento, el ontogenético, el cronológico y el fisiológico. Estos 
autores mostraron que la pérdida de la capacidad rizogénica estaba asociada al cambio 
ontogenético experimentado durante la transición del estado vegetativo al de floración. 
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El declive en la capacidad rizogénica asociada a la maduración, al menos en especies 
leñosas, es el resultado de una pérdida de competencia y plasticidad de las células para iniciar 
la cascada de señalización que dirige el proceso de EA en respuesta a la auxina, a la pérdida 
de un tipo específico de células o a la insensibilidad de las células de percibir la señal auxínica 
que es específica para la organización del meristemo radicular (Díaz-Sala et al., 1996; 
Hutchison et al., 1999; Campbell et al., 2003; Bräutigam et al., 2013; Díaz-Sala, 2014). Como 
ya se ha demostrado en otros trabajos, el material adulto responde a la auxina en términos de 
división celular, sin embargo estas divisiones dan lugar a la formación de callo pero no son 
capaces de rediferenciarse para organizar el primordio radicular adventicio (Díaz-Sala et al., 
1996; Ballester et al., 1999; Greenwood et al., 2001). Por otra parte, los diferentes niveles 
endógenos de auxina, no parecen ser la causa de la pérdida de la capacidad de enraizamiento 
en los brotes de castaño (Ballester et al., 1999), roble (Vidal et al., 2003) o en pino (Díaz-Sala 
et al., 1996) ya que el material adulto presenta concentraciones superiores al material juvenil. 
En general son muchos los cambios experimentados durante la maduración y que conllevan a 
una pérdida de capacidad de regeneración, entre ellos la alteración de la homeostasis de 
auxinas en los tejidos (Rasmussen et al., 2015).  
En resumen, este estudio confirma que ambos sistemas experimentales de brotes y hojas 
de castaño, presentan una respuesta similar de enraizamiento, previo ajuste del tratamiento 
auxínico. Por lo tanto, hemos desarrollado un nuevo sistema experimental simple y 
sincrónico, cuya respuesta a la auxina permite no solo estudiar el proceso de inducción sino 
también, al igual que el de brotes, la pérdida de la capacidad de enraizamiento que tiene lugar 
con la maduración en el árbol. Además, el sistema de hojas ofrece ciertas ventajas con 
relación al sistema de brotes ya que se incrementa el número potencial de muestras para los 
estudios de enraizamiento, lo que además supone una reducción de mano de obra y costes en 
el mantenimiento y proliferación de los cultivos. La respuesta rizogénica se focaliza en la base 
del peciolo, facilitando de esta manera la localización tisular de la respuesta en los estudios 
adicionales. Otra de las ventajas, es que evita los efectos colaterales potencialmente causados 
en el brote por el TPA y excluye otros procesos de desarrollo que pueden tener lugar en el 
brote de forma simultánea al enraizamiento tras la aplicación de auxinas exógenas. Todas 
estas ventajas hacen del sistema adecuado para el estudio de los mecanismos moleculares que 





2. RESPUESTA RIZOGÉNICA A LA APLICACIÓN DE NPA 
La biosíntesis, metabolismo, transporte y vías de señalización de la auxina, ejercen 
importantes efectos en varios aspectos fisiológicos de desarrollo, entre ellos en la iniciación y 
desarrollo de raíces. En diversos trabajos se han utilizado inhibidores del transporte auxínico, 
como el NPA o el TIBA, confirmando su efecto negativo en el desarrollo de la raíz primaria 
(Rahman et al., 2007) e inhibiendo la iniciación y desarrollo de RLs y RAs (Reed et al., 1998; 
Zhou et al., 2003). El NPA no afecta a la concentración de auxinas, a su metabolismo ni a su 
conjugación pero altera el TPA tanto exógenas como endógenas necesario para desencadenar 
el EA (Díaz-Sala et al., 1996; Sukumar et al., 2013). Los inhibidores del TPA podrían alterar 
la concentración de auxina celular, que conllevaría a cambios en la abundancia de PIN1 (Peer 
et al., 2011). En este trabajo hemos evaluado el efecto del tiempo de exposición al NPA de los 
brotes tratados con auxina, así como el momento de su aplicación durante la inducción y el 
desarrollo de las raíces en el sistema de hojas.  
Tanto la respuesta rizogénica como el efecto inhibidor del NPA en el enraizamiento de 
las hojas (porcentaje y emergencia) se vieron afectados por el medio de cultivo. Esto puede 
ser debido al diferente contenido en CaCl2 y MgSO4 que inhiben el crecimiento de la raíz. 
Otro factor a tener en cuenta es el contenido en Mg2+ y SO42- que inhiben la iniciación del EA 
(Takahashi et al., 2003). Está demostrado que la nutrición mineral de las plantas es un factor 
determinante en el EA, y alguno de los nutrientes puede afectar a enzimas implicadas en el 
catabolismo de auxinas (revisado en Da Costa et al., 2013). Por otra parte, el medio MS lleva 
un mayor contenido de zinc, implicado en la biosíntesis del triptófano, precursor de la auxina 
(Blazich, 1988) y componente estructural del ABP1 (Tromas et al., 2010), lo cual puede estar 
relacionado con la propia homeostasis de la auxina y su transporte. En base a nuestros 
resultados, hemos seleccionado el medio GD dado que favorece la formación de un sistema 
radicular más eficiente, con más RLs y además hay un mayor efecto inhibidor por el NPA en 
este medio.  
En otros trabajos ya se había evaluado el papel de las auxinas y su transporte en la 
formación de RAs (Díaz-Sala et al., 2002; Sorin et al., 2005; Gutierrez et al., 2009; Sukumar 
et al., 2013), así como el efecto represor de los inhibidores del TPA, como el NPA 
(Greenwood et al., 2001; Vidal et al., 2003; Xu et al., 2005; Yadav et al., 2010; Negishi et al., 
2014; Mauriat et al., 2014). En castaño la aplicación de NPA retrasó la emergencia de las 
raíces, tanto en brotes como en hojas, independientemente del tratamiento auxínico aplicado y 
del momento de su aplicación. Una respuesta similar se observó en otras especies como en 
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Pinus taeda L. (Greenwood et al., 2001) y Quercus robur L (Vidal et al., 2003). Además 
produjo una fuerte inhibición de la inducción del enraizamiento y un descenso en el 
porcentaje de brotes enraizados cuando el NPA fue aplicado de forma simultánea al 
tratamiento auxínico (AIB 75 μM/24h). En las hojas el efecto inhibidor del NPA, aplicado 
conjuntamente con el AIB durante 5 días, es mayor generando un gran declive en el 
porcentaje de enraizamiento. Esta respuesta fisiológica esta correlacionada con los cambios 
moleculares que tienen lugar como consecuencia de la alteración de la ruta de señalización 
auxínica necesaria para el desarrollo del proceso de enraizamiento. Estos resultados sugieren 
que el NPA afecta a la creación de un gradiente de auxinas adecuado, para que se establezcan 
puntos máximos de concentración en el nicho de las células diana necesario para la iniciación 
del meristemo radicular como ya se vio que ocurría en Arabidopsis (Laskowski et al., 2008; 
Clark et al., 2014). El hecho de que la aplicación de NPA durante 5 y 8 días, a las muestras 
tratadas con AIB mediante “dipping”, no haya afectado negativamente al porcentaje de 
enraizamiento, sugiere que la dosis de NPA aplicada no fue suficiente para bloquear la alta 
concentración de auxina aplicada. Otra posible explicación, es que sea necesaria la aplicación 
simultánea de ambos compuestos para que el NPA inhiba la inducción del enraizamiento. El 
incremento en el porcentaje de raíces desarrolladas fuera del callo basal en los brotes tratados 
con AIB mediante “dipping” y posteriormente con la aplicación de NPA, sugiere que la 
inhibición del TPA por el NPA es local, en la zona basal del brote en contacto con el NPA y 
que la capacidad de difusión del NPA en la planta es muy baja, como ya indicaron Reed et al. 
(1998). Una respuesta similar se observó en Pinus taeda L. en el que el NPA afectó al 
desarrollo de raíces en la base pero no al de las raíces desarrolladas a lo largo del tallo 
(Greenwood et al., 2001). Esta hipótesis del efecto local del NPA también podría explicar el 
hecho de que el NPA no afecte al desarrollo de RLs en los brotes tratados mediante “dipping” 
pero sí a los tratados con AIB 75 μM/24h, ya que en el caso del “dipping” las raíces se 
desarrollan fuera del contacto con el medio de cultivo y del NPA y con el otro tratamiento se 
desarrollan en el callo basal e incluidas en el medio de cultivo, en contacto con el NPA desde 
su emergencia. El menor desarrollo de RLs parece ser debido a que el NPA bloquea el 
transporte basipétalo de auxinas impidiendo la formación de puntos máximos de auxinas 
necesarios para la inducción de las divisiones asimétricas transversales con las que se inicia el 
desarrollo del primordio radicular (Reed et al., 1998; Casimiro et al., 2001; Konieczny et al., 
2009). En un sistema completamente diferente durante la germinación y desarrollo de raíz de 
Pissum sativum, la aplicación de NPA disminuyó ligeramente el número de RLs aunque no 
afectó a la elongación de la raíz primaria (Kolbert et al., 2008). 
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Algunos trabajos sugieren que el NPA únicamente afecta al transporte de AIA (Rashotte 
et al., 2003) y que no puede afectar a la respuesta del AIB para desarrollar RLs (Kolbert et al., 
2008). Teniendo en cuenta estas hipótesis y en base a nuestros resultados, no podemos 
confirmar que en castaño el NPA inhiba el transporte de AIB. La teoría más aceptada es que 
actúa sobre el AIA, producto de la oxidación y rápida transformación del AIB una vez que ha 
entrado en la célula. Tampoco podemos descartar, como ya propuso Fujita y Syono (1996), 
que el efecto inhibidor del NPA se lleve a cabo por otras vías de inhibición independientes de 
las auxinas y del TPA. 
El efecto inhibidor del NPA en el enraizamiento de las hojas dependió del momento de su 
aplicación tras el tratamiento auxínico. El retrasó en su aplicación disminuyó la inhibición, 
siendo crítica su aplicación durante las primeras 48 horas ya que el porcentaje de 
enraizamiento fue inferior al 50%. Esta respuesta fue muy similar a la observada en 
estaquillas de hipocótilos de Pinus tadea (Díaz-Sala et al., 1996) en las cuales el NPA ejerció 
un efecto inhibidor en el desarrollo de RAs únicamente durante las primeras 48 horas del 
periodo de inducción. La aplicación de NPA a las hojas, una vez finalizado el tratamiento 
inductor con auxina, no afectó al porcentaje de enraizamiento, simplemente retrasó la 
emergencia de las raíces. Esto sugiere que en esos cinco primeros días ocurrieron las primeras 
divisiones que originaron las células iniciales de raíz. La inclusión posterior de NPA bloqueó 
sus divisiones retrasando la emergencia, pero cuando se retiró el NPA las células que ya 
habían adquirido el destino celular de meristemo de raíz fueron capaces de retomar las 
divisiones celulares organizadas para formar la futura raíz. El retraso observado en la 
emergencia de la raíz, podría ser debido a que el NPA afectó a la ruta de señalización auxínica 
que dirige la organización del meristemo radicular (Greenwood et al., 2001). Estos resultados, 
conjuntamente con el bloqueo de la emergencia de raíces cuando el NPA se mantuvo en el 
medio durante 25 días, indicaron que el NPA inhibió no solo la iniciación de raíces, sino 
también el desarrollo y elongación de las mismas. La presencia continuada de NPA impidió 
que los meristemoides incipentes, o los grupos iniciales de células con identidad de raíz, 
fueran capaces de continuar con sus divisiones para formar la futura raíz. El efecto del NPA 
en la elongación radicular fue puesto de manifiesto en otros estudios (Zheng et al., 2011). 
Además del momento de aplicación del NPA, la duración del tratamiento con NPA 
también afectó negativamente al tiempo de emergencia de raíces y al porcentaje, inhibiéndose 
completamente su formación en los brotes cuando el NPA se aplicó durante 30 días. Dicho 
retraso en la emergencia de raíces y reducción en el porcentaje de enraizamiento con el 
incremento del tiempo de exposición al NPA, fue también descrito en un sistema de brotes in 
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vitro de Q. robur (Vidal et al., 2003). Estos datos confirmaron que el TPA es necesario para 
desencadenar el proceso de EA. Aunque en el presente estudio, no se evaluaron diferentes 
concentraciones de NPA, en otras especies se ha comprobado que la inhibición del 
enraizamiento depende de la dosis de NPA y de auxinas aplicadas, como en el caso de 
Mesembryanthemum crystallinum (Konieczny et al., 2009) y de Arabidopsis thaliana 
(Sukumar et al., 2013). Por el contrario, en Malus domestica, el NPA no afectó al número de 
raíces desarrolladas en ninguna de las dosis ensayadas (Harbage y Stimart, 1996b).  
En base a nuestras observaciones y a la información recopilada en la bibliografía 
existente, el TPA es indispensable para la inducción de las células competentes para el 
enraizamiento, para la iniciación de la proliferación celular, para la emergencia de las raíces y 
para el establecimiento del correcto patrón de desarrollo de la raíz. El NPA inhibe el TPA, 
alterando la presencia y distribución especifica en la célula de los canales de salida de las 
auxinas, actuando sobre las proteínas PIN y las ABCBs (Kazan, 2013). En los trabajos de Xu 
et al. (2005) y Sukumar et al. (2013) se demostró que la abundancia de las proteínas PIN1 y 
ABCB 19 afecta a la formación de RAs, ya que su sobreexpresión incrementa el número de 
raíces desarrolladas, dirige el transporte de auxinas y su acumulación local y temporal en los 
puntos de iniciación del enraizamiento. Mediante ensayos de unión y modelado estructural se 
identificaron a las proteínas ABCBs como la principal diana de actuación del NPA (Rojas-
Pierce et al., 2007; Kim et al., 2010). Por todo ello, una posible explicación del efecto 
inhibidor del NPA en el EA de castaño, puede ser la alteración de la abundancia y distribución 
de los canales de salida de las auxinas y de esta manera alterando el gradiente necesario para 
desencadenar el proceso de enraizamiento (Bailly et al., 2008; Nagashima et al., 2008). 
La elevada capacidad de respuesta rizogénica de los brotes tratados mediante “dipping” y 
seguidamente con NPA, sugiere que existen cambios muy rápidos en el transporte de auxinas, 
que determinan la activación celular y la iniciación del proceso de enraizamiento en respuesta 
a la aplicación exógena de auxinas. En algunos casos, se observaron cambios tempranos (a los 
tres minutos) en respuesta a auxinas, probablemente debidos a la inhibición de la endocitosis 
de las unidades de membrana que presentan los complejos de proteínas transportadoras con 
las proteínas PIN (Paciorek et al., 2005). Estos cambios pueden ser explicados por la 
regulación a nivel transcripcional de las rutas de señalización. Las proteínas ABP1 actúan en 
la señalización auxínica actuando como receptores de auxinas, regulando su transporte (y la 
actividad de las proteínas PIN) y participando en la reorganización del citoesqueleto 
(Feldwisch et al., 1992; Shi y Yang, 2011; Čovanová et al., 2013; Sauer et al., 2013; Grones y 
Friml, 2015). Las proteínas ABP1 participan en la señalización auxínica pero no regulando la 
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respuesta transcripcional, sino que están implicadas en la regulación del potencial de 
membrana y en los mecanismos de polarización de los canales de transporte de auxinas 
(Paciorek et al., 2005; Robert et al., 2010). El incremento de los niveles de auxinas, induce su 
conjugación con la proteína ABP1, inhibe la endocitosis y promueve el eflujo de auxinas 
(Nagawa et al., 2012; Čovanová et al., 2013). Además, las proteínas transmembrana 
receptores-kinasa (TMK1) interactúan con los complejos ABP1-auxina y traducen la señal 
auxínica al citosol de la célula activando la cascada de señalización (Xu et al., 2010, 2014; 
Chen et al., 2012; Dai et al., 2013).  
Diversos trabajos apuntan a que las proteínas ABP1 actúan como receptores que regulan 
el transporte de auxinas a través de la planta (Scherer, 2011). Como ya sugirió Greenwood et 
al. (2001) es posible que el NPA y el AIA puedan competir por la unión a las proteínas ABP1 
y/u otros receptores de auxinas y por ello cuando el NPA es aplicado tras el tratamiento con 
AIB solo se produce un retraso en la emergencia de las raíces y no un efecto inhibidor del 
proceso de enraizamiento. De acuerdo con esta hipótesis y junto con nuestros resultados el 
efecto competitivo del NPA y las auxinas por la unión a receptores puede desencadenar la 
inhibición del proceso de enraizamiento. 
En resumen, nuestros resultados muestran que la aplicación de NPA causa el retraso de la 
emergencia de las raíces tanto en brotes como en hojas independientemente del momento de 
su aplicación, y este retraso es mayor al incrementar el tiempo de exposición al inhibidor. Una 
vez se ha producido la inducción del enraizamiento el efecto del NPA es temporal y 
reversible, ya que cuando el NPA se retira del medio, el meristemo originado es capaz de 
retomar su desarrollo y cuando es mantenido la emergencia de las raíces es bloqueada. Esto 
demuestra la importancia de la ruta de señalización auxínica y el establecimiento del gradiente 
tanto durante la inducción como durante el desarrollo de los primordios (Laskowski et al., 
2008; Clark et al., 2014). 
 
3. CARACTERIZACIÓN GÉNICA 
Con el fin de identificar genes involucrados en la inducción y desarrollo de RAs, hemos 
aislado genes de la familia GRAS (CsSHR1, CsSHR2, CsSCL3 y CsSCR1) que codifican para 
putativos factores de transcripción implicados en diversos procesos de desarrollo (Pysh et al., 
1999; Richards et al., 2000; Bolle, 2004). Además, hemos caracterizado otros tres genes que 
podrían estar implicados en la homeostasis de auxinas, el CsGH3.2 (Staswick et al., 2005; 
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Westfall et al., 2010; Fu et al., 2011) y el CsUGT (Gachon et al., 2005; Woodward, y Bartel, 
2005; Tognetti et al., 2010; Ludwig-Müller, 2011) y en la iniciación y el desarrollo radicular, 
el CsENOD93 (Kyoung et al., 2003; Busov et al., 2004). 
3.1. FAMILIA GRAS 
Las secuencias aminoacídicas predichas para CsSHR1, CsSHR2, CsSCL3, CsSCR1 
contienen el dominio característico de la familia GRAS en el extremo carboxi-terminal (Di 
Laurenzio et al., 1996; Pysh et al., 1999; Bolle, 2004; Tian et al., 2004), así como sus cinco 
motivos conservados (Fig. 27). Entre ellos, los motivos LHR I y LHR II, dos regiones ricas en 
residuos de leucina que establecen las uniones proteína-proteína o ADN-proteína (Pysh et al., 
1999; Lim et al., 2000; Bolle, 2004; Tian et al., 2004). Cada uno de estos motivos se divide 
en dos subunidades, A y B, separadas por una región que contiene residuos de prolina y que 
interrumpe la estructura de la hélice α (Pysh et al., 1999). Al tratarse de putativos factores de 
transcripción es frecuente identificar en su secuencia NLSs. La secuencia CsSCR1, dentro del 
motivo LHR I, presenta el péptido LXXLL que participa en la unión de la proteína a 
receptores nucleares para la activación de la transcripción (Heery et al., 1997), lo cual sugiere 
una localización nuclear de esta proteína. Sin embargo dicha secuencia, no está presente en 
las otras tres proteínas identificadas en esta memoria. Richards et al. (2000) propusieron la 
similitud de la familia GRAS con la familia de proteínas animales STAT debido a la presencia 
de motivos LHRs y de esta secuencia de localización nuclear (LXXLL). Otros autores 
describieron la presencia de motivos característicos que actúan como NLS. Di Laurenzio et al. 
(1996), localizó el dominio básico de las proteínas bZIP que actúa como NLS, en el extremo 
amino terminal de la secuencia en la proteína AtSCR. Este dominio no se encuentra en 
ninguna de las secuencias GRAS de castaño caracterizadas en el presente trabajo (Fig. 27). 
También se han identificado señales de localización nuclear en la región LHR I B de las 
proteínas DELLA (Tian et al., 2004). Independientemente de la localización de NLSs, se ha 
observado la acumulación de las proteínas de esta familia en el núcleo (Silverstone et al., 
1998; Morohashi et al., 2003) Las proteínas PAT1, son la excepción y presentan localización 
citoplasmática (Bolle et al., 2000). 
Entre los dos motivos LHRs se sitúa el motivo VHIID, donde se localizaron los residuos 
característicos (P-N-H-D-Q-L) absolutamente conservados en todas las secuencias evaluadas 
tanto por su presencia como por su ubicación. Además en este motivo, en las 4 secuencias de 
castaño, se localizaron dos péptidos característicos VHIID y LRITG, aunque en este caso no 
están totalmente conservados. En este motivo también se han descrito regiones altamente 
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conservadas características de cada subgrupo de la familia GRAS, en concreto el descrito en 
la familia PAT1 (AMQILFEVCP) se identificó en la secuencia homóloga CsSCL3 (Tian et 
al., 2004). Dado que funcionalmente al motivo VHIID se le atribuye la participación en la 
unión proteína-ADN junto con las regiones LHRs (Pysh et al., 1999), su presencia en las 
secuencias de castaño parecen conferirle también esta posible función. Al final de las 
secuencias se localizaron los motivos PFYRE y SAW, que a pesar de que no están 
estrictamente conservados en la familia génica y de que no se conoce su función, presentan 
residuos característicos altamente conservados, también en las proteínas caracterizadas en 
castaño, por lo que se les atribuye un importante papel en la integridad estructural de la 
proteína o en su actividad enzimática (Hao et al., 2012). El alto grado de conservación de los 
cinco motivos característicos de la familia en el extremo carboxi-terminal y de ciertos 
aminoácidos presentes en ellos nos permite identificar estas secuencias como miembros de la 
familia GRAS, que van a actuar como factores de transcripción específicos de plantas e 
involucrados en procesos de desarrollo, muy conservados evolutivamente. 
Por el contrario, el extremo amino-terminal de las proteínas de la familia GRAS es 
altamente divergente, como también muestran las proteínas caracterizadas. Estas regiones se 
caracterizan por ser “intrínsecamente desordenadas” (Fig. 20, 22 y 24) lo que le permite 
adquirir la conformación adecuada para la unión a diferentes ligandos permitiendo que actúen 
en el reconocimiento molecular durante el desarrollo de la planta (Sun et al., 2011, 2012). Las 
proteínas de la familia GRAS juegan un papel crucial en diversos procesos de desarrollo de la 
planta, en la señalización y en la integración de la señal de multiplex reguladores de 
crecimiento y es el extremo amino el que actúa en el reconocimiento de moléculas 
características y de unión a ellas. Por ello, a pesar del alto grado de divergencia pueden 
presentar ciertos motivos conservados que se caracterizan por contener residuos hidrofóbicos 
y aromáticos repetitivamente (Sun et al., 2011). Además, en el extremo amino-terminal es 
frecuente encontrar regiones homopoliméricas de ciertos residuos que promueven el desorden 
de esta región (Sun et al., 2011). En las secuencias CsSCL3 (Fig. 19) y CsSHR1 (Fig. 21) se 
encontró una región rica en residuos de ácido aspártico y de treonina, respectivamente. A 
pesar de que el motivo conservado XI, caracterizado en la proteína AtSCL1 no parece 
presentar alta homología con la secuencia CsSCL3, sí que observamos que esa región de la 
proteína cumple con las características descritas, presentando residuos hidrofóbicos 
intercalados entre residuos ácidos. Este tipo de motivos está asociado con la activación de la 
transcripción. El alto grado de divergencia del extremo amino-terminal nos indica la gran 
divergencia sufrida por esta familia génica, lo cual le permite participar en una amplia 
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variedad de funciones, facilitando que cada uno de estos genes se especialice y focalice su 
función (Bolle, 2004; Abarca et al., 2014). Los sitios de fosforilación juegan un papel 
importante en las interacciones de las proteínas GRAS. La fosforilación de residuos, más 
frecuente en la región amino-terminal puede introducir cambios alostéricos que desencadenen 
diversos efectos correlacionados con la estabilidad, la asociación con el ADN y la 
localización nuclear, para responder a diversos estreses y en la señalización del ácido 
giberélico y de los factores de nodulación entre otros (Czikkel y Maxwell, 2007; Sun et al., 
2011). Estos eventos de fosforilación que modulan la actividad son similares en las proteínas 
STATs que son activadas por receptores quinasa, pero no se conoce que quinasas están 
desempeñando esta función (Morohashi et al., 2003). 
Por último, la secuencia CsSHR1 posee una treonina en la posición T250 que no está 
presente en CsSHR2. Este residuo equivalente a la T289 de AtSHR es importante para el 
movimiento de la proteína SHR desde la estela a la endodermis y así mantener el patrón radial 
radicular (Gallagher y Benfey, 2009). Esta diferencia entre las dos proteínas caracterizadas en 
castaño podría estar asociada a que CsSHR1 actué en la formación y diferenciación del córtex 
y la endodermis, de forma similar a la proteína caracterizada en Arabidopsis y CsSHR2 se 
haya especializado en alguna otra función. 
Finalmente, el análisis filogenético (Fig. 27) nos permitió incluir las secuencias 
caracterizadas en tres clados diferentes de la familia (Bolle, 2004). La información disponible 
sobre otras proteínas ortólogas caracterizadas en otras especies junto con el análisis del patrón 
de expresión nos permitirá hacer una primera aproximación sobre la funcionalidad de las 
proteínas.  
3.2. FAMILIA GH3 
En este trabajo se identificó una secuencia que denominamos CsGH3.2, la cual presenta 
los tres motivos característicos de la familia GH3 (SSGTSAGERK, YASSE, YRVGD), 
implicados en la conjugación a ATP/AMP (Chang et al., 1997). El análisis filogenético 
incluye a CsGH3.2 dentro del grupo II de la familia GH3 (Fig. 30). Los genes de esta familia 
son de respuesta a auxinas cuya expresión está controlada por las ARFs ya sea promoviéndola 
o reprimiéndola (Guilfoyle y Hagen, 2007). Las proteínas de la familia GH3 catalizan la 
conjugación de aminoácidos a diferentes sustratos y en función del sustrato empleado se 
clasifican en tres subgrupos: el grupo I actúa sobre el ácido jasmónico, el grupo II actúa sobre 
el AIA y el grupo III actúa sobre el benzoato (Staswick y Tiryaki, 2004; Westfall et al., 2012). 
Ya que el análisis filogenético permite agrupar estas proteínas en función de su especificidad 
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de sustrato, posiblemente esta familia génica se haya originado previamente a la 
diversificación de especies y por la duplicación de genes tras su especialización y adquisición 
de especificidad de sustrato. El alineamiento con la proteína de Vitis vinífera, caracterizada 
estructuralmente (Peat et al., 2012), permite localizar los aminoácidos que conforman el 
centro catalítico y la unión al ATP/AMP en CsGH3.2 (Fig. 30). La presencia de un residuo de 
arginina en la posición 115 de la secuencia sugiere que va a catalizar la formación de 
conjugados AIA-Asp (Westfall et al., 2012). 
El alto grado de conservación, tanto de los motivos característicos como de los residuos 
implicados en la actividad enzimática en otras proteínas homólogas, indica que la secuencia 
predicha en castaño, debe tener la capacidad de participar en la homeostasis de auxinas en los 
tejidos (Staswick y Tiryaki, 2004; Staswick et al., 2005; Westfall et al., 2010), conjugando el 
AIA con ácido aspártico y de esta manera reducir los niveles de AIA activo de la célula a 
niveles óptimos promoviendo su catabolismo.  
En la región promotora 5´UTR de CsGH3.2 se localizan varios motivos de regulación de 
la expresión (Fig. 29). Entre ellos cabe destacar las cajas CAAT y TATA que participan en la 
unión a factores de transcripción. El motivo “5´UTR Py-rich stretch”, parece conferir la 
capacidad de alcanzar altos niveles de expresión en las raíces y flores, gracias a la presencia 
conjunta de la caja TATA (Viana et al., 2011). La presencia del motivo “LAMP-element”, 
sugiere que el gen de castaño responde a la luz, lo que concuerda con lo descrito en otras 
proteínas de esta familia que responden a la luz a través de los fitocromos A y B y 
criptocromos (Nakazawa et al., 2001; Woodward y Bartel, 2005; Ludwig-Müller, 2011; 
Ostrowski y Jakubowska, 2013). La luz es uno de los factores ambientales clave en el 
crecimiento y desarrollo de la planta, y existen factores moleculares que vinculan la luz con la 
ruta de señalización auxínica, se trata de genes de respuesta a auxina involucrados en la vía de 
percepción de la luz. Por ejemplo el gen PsGH3.5 incrementa los niveles de transcripción en 
respuesta al tratamiento lumínico y por el contrario la actividad enzimática se incrementa bajo 
condiciones de oscuridad (Ostrowski y Jakubowska, 2013) y el gen DFL1, de la familia GH3, 
conecta la señalización de la luz y de la auxina de manera que inhibe la iniciación de RLs 
suprimiendo las divisiones de las células del periciclo (Nakazawa et al., 2001). 
3.3. FAMILIA UDP-GLICOSILTRANSFERASA (UGTS) 
La secuencia CsUGT presenta en el extremo C-terminal el dominio PSPG (“plant 
secondary product glycosyltransferase box”), secuencia consenso de 44 aminoácidos 
característica de la familia 1 de las glicosiltransferasas, conocidas como UDP-
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glicosiltransferasa (UGTs). A pesar de tratarse de un dominio conservado, el motivo PSPG es 
altamente divergente en esta familia de proteínas (Fig. 34), se une al donador de azucares y 
cataliza la glicosilación (Paquette et al., 2003; Weis et al., 2008). Además se localizaron otros 
dos motivos semiconservados (motivo 2 y motivo 3) que se cree que afectan a las propiedades 
catalíticas de la glicosilación y a la especificidad de sustrato (Fig. 33). Especialmente el 
motivo 3 se cree que presenta la región de unión a la molecula aceptora, dado el amplio rango 
de sustratos posibles es el motivo menos conservado de los tres (Kumar et al., 2012). El 
centro catalítico de unión a la molécula aceptora y donadora se localiza entre el dominio N-
terminal y C-terminal de las proteínas UGTs. 
Muchas proteínas UGTs han sido caracterizadas funcionalmente y asociadas con 
glicosilación de hormonas, aceptores lipofílicos, metabolitos secundarios y xenobióticos 
(Ross et al., 2001; Barvkar et al., 2012). La glicosilación modula la actividad, la localización 
subcelular, y las propiedades químicas como solubilidad y estabilidad pudiendo reducir la 
toxicidad de ciertos compuestos. Diversos trabajos han evaluado la relación de las UGTs con 
diversas hormonas, ya que el incremento o disminución de la actividad de estas encimas altera 
los niveles hormonales y como consecuencia el crecimiento de las raíces y hojas, la floración, 
la producción de semillas o el crecimiento del brote y en la respuesta defensiva a diversos 
estreses ambientales (Barvkar et al., 2012; Khorolragchaa et al., 2014; Li et al., 2014). De 
esta manera participan en el control metabólico de diversos procesos durante el crecimiento y 
desarrollo de la planta. Por ejemplo el gen UGT85U1 incrementa la tolerancia al estrés salino 
y oxidativo gracias a que incrementa los niveles de auxinas. Los niveles de expresión de este 
gen se incrementan exclusivamente en las raíces y más aún en la zona apical. La 
sobreexpresión del gen reduce el crecimiento de la raíz primaria, pero fomenta el desarrollo 
de RLs y RAs por la alteración del balance hormonal, ya que incrementa los niveles de 
auxinas, exclusivamente en la raíz. Además, su sobreexpresión también altera los niveles de 
expresión de otros genes implicados en el TPA y el desarrollo de la raíz como el PIN2 y el 
SHR (Ahrazem et al., 2015)  
El análisis de homología relaciona la secuencia caracterizada en castaño, CsUGT, con 
otras antocianidina-3-O-glucosido UGT (Tabla 30) y el análisis filogenético la incluye con los 
grupos UGT79B, el cual se caracterizó como citoquinin-GT, y que podría actuar regulando 
los niveles de citoquininas activas libres mediante su glicosilación (Yonekura-Sakakibara y 
Hanada, 2011). En base a las clasificaciones más actuales se trata de un gen perteneciente al 
grupo A (Fig. 35)(Ross et al., 2001; Barvkar et al., 2012; Li et al., 2014). En el caso de 
CsUGT, los residuos que participan en la unión a las moléculas donadoras de azucares están 
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escasamente conservados con respecto a la secuencia de Vitis (VvUGT), caracterizada 
estructural y funcionalmente por participar en la formación de antocianinas, y a la de 
Medicago (MtUGT85H2) que actúa como flavonoide-GT (Li et al., 2007; Wang, 2009). Ello 
posiblemente sea debido a que las secuencias proteicas de esta familia son muy diferentes a 
pesar de tener una estructura tridimensional y actividad muy conservada. En el estudio 
realizado por Li et al. (2007), las secuencias evaluadas presentan un plegamiento muy similar 
a pesar de tener un porcentaje de identidad muy bajo (20 y 22 %). Las GTs pueden tener una 
estricta especificidad de sustratos o ser capaces de glicosilar un amplio rango de sustratos 
(Osmani et al., 2009) pero el análisis de la secuencia de CsUGT o el análisis filogenético no 
permitió identificar la especificidad de sustrato. A pesar de la gran divergencia de esta familia 
génica (Fig. 33) en la secuencia de castaño encontramos los residuos His-21 y Asp-118. Li et 
al. (2007) y Wang (2009) identificaron este residuo de histidina por ser indispensable para la 
actividad enzimática de las proteínas de esta familia y, sin ser esencial en la actividad 
confirmaron la interacción de esta histidina con un residuo de Asp.  
Muchas UGTs probablemente aparecieron después de la divergencia de las especies por 
lo que los genes fueron surgiendo de forma independiente en las diversas especies. Esto puede 
explicar porque la secuencia de castaño no refleja la especificidad de sustrato y función y 
dificulta el análisis de la secuencia de esta familia génica (Gachon et al., 2005). La gran 
divergencia de UGTs en plantas puede ser una adaptación a la variedad de ambientes 
terrestres inhabitados por las plantas vasculares (Yonekura-Sakakibara y Hanada, 2011) 
3.4. FAMILIA DE LAS NODULINAS TEMPRANAS 
En el estudio realizado, también se aisló un gen de pequeño tamaño cuya proteína, 
CsENOD93 contiene el dominio característico de las nodulinas tempranas 93. En la región 
promotora presenta una caja TATA de unión a factores de transcripción y cuatro elementos de 
respuesta a la luz, lo cual sugiere que su expresión pueda estar regulada por la luz aunque esto 
no ha sido objeto de estudio en este trabajo. La presencia de dos dominios transmembrana, 
apunta a que pudiese tratarse de una proteína de membrana (Fig. 36). Su elevada homología 
con la proteína OsENOD93-1 de arroz con localización mitocondrial, así como otras 
ENOD93 caracterizadas, podría situar a CsENOD93 en la membrana mitocondrial, o en 
cloroplastos de acuerdo con otras proteínas de esta familia (Bi et al., 2009), aunque no se ha 
determinado su localización subcelular. Estas proteínas también se caracterizan por presentar 
un alto contenido en alaninas como ya se había observado en proteínas homólogas de otras 
especies (Kouchi y Hata, 1993; Yan et al., 2015). Estos genes fueron caracterizados por 
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participar en el proceso de nodulación en leguminosas y en la fijación de nitrógeno (Fischer et 
al., 2013). En particular los genes de nodulinas tempranas (“early nodulin”) se inducen 
durante las primeras etapas del proceso de nodulación, participan en la respuesta a la 
infección y en la iniciación de la organogénesis de nódulos de raíz en leguminosas (Mylona et 
al., 1995). Sin embargo su presencia no es exclusiva de las leguminosas, encontrándose genes 
homólogos en otras especies, originados a partir de genes preexistentes de hemoglobinas 
duplicados y divergentes (Reddy, 1998). Diversos estudios también han implicado estos genes 
en procesos como el uso eficiente del nitrógeno (Sofi y Wani, 2007; Bi et al., 2009; Kant et 
al., 2010) y la respuesta a la infección (Pawlowski et al., 1997; Dafoe et al., 2013). En el caso 
del arroz, el gen ENOD93 se ha propuesto como uno de los genes candidatos para el 
desarrollo de resistencia a herbívoros (Wang et al., 2015).  
 
4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN 
Con el fin de caracterizar de patrón de expresión de los genes aislados en este trabajo y de 
otros previamente identificados en nuestro laboratorio (CsENOD93, CsERF1, CsGH3.2, 
CsRLK, CsSCL1, CsSCL3, CsSHR1, CsSHR2 y CsUGT), se evaluó su expresión en los 
diferentes órganos y en la fase de inducción del EA. Además se comparó el patrón de 
expresión de las dos líneas de cultivo (P2C y P2Rb), con elevada y muy baja capacidad 
rizogénica, para poder identificar los genes implicados en la adquisición de la competencia 
celular para el enraizamiento, y sometidas al tratamiento con AIB y NPA para determinar su 
posible participación en la ruta de señalización auxínica.  
4.1. EXPRESIÓN EN DIFERENTES ÓRGANOS 
El análisis de expresión en los diferentes órganos de la planta reveló que los genes 
CsUGT, CsENOD93, CsGH3.2, CsERF1, CsSCL1 y CsSCL3, presentan niveles altos de 
expresión en las raíces. En general, mostraron diferencias de expresión entre las distintas 
partes analizadas, lo cual sugiere su implicación en el desarrollo de la raíz, contribuyendo a su 
iniciación, al crecimiento de la zona meristemática, a la elongación, a la iniciación de RLs o 
bien a la maduración. El patrón de expresión de estos genes es similar al de otros homólogos 
previamente caracterizados, lo que nos permitió establecer una primera aproximación del 
posible papel que están desempeñando cada uno de ellos.  
El gen CsUGT presenta niveles máximos de expresión relativa en las raíces, lo cual 
indica una mayor actividad del gen en el desarrollo radicular que en los órganos aéreos. 
Discusión  
181  
Dentro del amplio rango de UGTs existentes se han descrito algunos genes que presentan un 
patrón de expresión similar al de CsUGT. En Arabidopsis se ha caracterizado una GT que se 
expresa específicamente en las raíces (Vijaybhaskar et al., 2008). Sin embargo esta proteína y 
la de castaño están muy alejadas filogenéticamente, y dado que la secuencia CsUGT solo 
contiene 46 nucleótidos de la región 5´UTR tampoco fue posible localizar en ella ninguno de 
los motivos característicos que se describieron en la región promotora. En maíz se 
caracterizaron 13 genes que se expresaban mayoritariamente en la raíz primaria de los cuales 
5 estaban caracterizados funcionalmente como una hidroquinona-GT, dos antocianidinas-GT 
y dos-citoquininas GT (Li et al., 2014). De los genes analizadas en el trabajo de Ghose et al. 
(2014), el más próximo filogenéticamente a CsUGT es la UGT94H1, el cual también mostró 
niveles de expresión bajos en tallos y en hojas. En algodón, también se caracterizaron dos 
UGTs que pertenecen a las flavonoide3-glucosiltransferasas, que se expresan en raíces y se 
asocian con el estrés osmótico y con la formación de fibras (Tai et al., 2008). En nuestro 
trabajo hemos caracterizado una GT del grupo UGT79 que podría estar implicada en el 
desarrollo de la raíz pero de forma concreta en leñosas, ya que no aparece representado en el 
análisis de transcriptoma de raíz de algunas especies como la herbácea Polygonum 
cuspidatum, pero si en otras más próximas al castaño como en Taxus mairei (Hao et al., 
2012). Las antocianinas así como otros flavonoides se acumulan en forma glucosilada. La 
mayor expresión del gen CsUGT en las raíces debería estar asociada con un mayor contenido 
en antocianinas en este órgano. Los flavonoides se cree que actúan como inhibidores del 
transporte de auxina, en este sentido CsUGT podría estar actuando regulando el transporte de 
auxina en la raíz a través de la acción de flavonoides específicos controlando la actividad o 
disponibilidad de los mismos.  
El gen CsUGT se expresa en todos los órganos analizados, pero con acumulación 
preferencial del mensajero en la raíz, por lo que su regulación es dependiente del órgano. En 
Linum usitatissimum, el análisis de expresión de un gran número de UGTs mostró gran 
variación en la expresión de los mismos en diferentes tejidos y estadíos de desarrollo (Barvkar 
et al., 2012). Todo ello indica que la expresión de los genes de esta familia varía 
enormemente entre ellos dependiendo del órgano y tejido.  
Otro de los genes identificados en castaño, CsENOD93, mostró claramente una expresión 
asociada a órganos, concretamente a raíces y especialmente en su zona basal de la raíz, con 
niveles de expresión muy superiores al resto de los órganos analizados. Estas diferencias tan 
marcadas indican una regulación del gen no solo a nivel de órgano sino también temporal 
durante el desarrollo de la raíz. En base a su mayor expresión en la zona de maduración su 
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función no parece estar asociada a crecimiento o elongación de la raíz. Dado que es en esa 
zona de maduración donde se establecen las conexiones vasculares con el tejido donde se 
originan las raíces, los altos niveles del transcrito pudieran estar asociados con desarrollo de 
tejido vascular. El gen OsENOD93-1, asociado con el metabolismo de nitrógeno, presenta 
altos niveles de expresión en la zona de maduración de la raíz, localizándose en los haces 
vasculares, la endodermis y la epidermis, y la sobreexpresión del gen promueve la 
acumulación de aminoácidos en la savia del xilema (Bi et al., 2009). Los genes ENOD se 
expresan en etapas tempranas  del desarrollo de nódulos (Kouchi y Hata, 1993; Yang et al., 
1993), implicados en la desdiferenciación e iniciación de las divisiones en las células 
corticales (Charon et al., 1997), en la diferenciación vascular (Kouchi et al., 1999), o en el 
transporte de azucares y pueden mediar la infección y organogénesis de nódulos (Hirsch et 
al., 1989; Sanchez et al., 1991; Mylona et al., 1995; Oldroyd and Downie, 2008). Aunque no 
pertenecen a la misma familia, el gen HRGP3, correlacionado con la maduración de la raíz, 
presentó una patrón de expresión similar a CsENOD93 (Ahn et al., 1998). En arroz se 
caracterizaron dos secuencias homólogas a la proteína CsENOD93, aunque filogenéticamente 
la más próxima es la proteína OsENod93a el patrón de expresión se asemeja más al del gen 
OsENod93b que presentaba altos niveles de expresión en las raíces en comparación con las 
hojas, lo que sugiere que juega un papel especifico en las mismas (Reddy, 1998).  
El gen CsGH3.2, mostró niveles de expresión máximos en raíces y los más bajos en 
entrenudos y hojas. Un patrón de expresión similar fue descrito en el caso del gen NtGH3, con 
los niveles de expresión más elevados en las raíces y las yemas florales maduras, mientras que 
dichos niveles fueron casi indetectables en tallos y hojas maduras (Roux y Perrot-
Rechenmann, 1997). También el gen de arroz GH3-2, implicado en la iniciación y desarrollo 
de RLs, mostró mayores niveles de expresión en raíces y bajos en hojas y tallos (Fu et al., 
2011). Los datos de expresión del gen CsGH3.2, indican que está regulado temporalmente 
durante el desarrollo de la raíz, con niveles máximos en la zona media de la raíz o zona de 
elongación, donde se está iniciando el desarrollo de un gran número de RLs, lo cual sugiere 
que pueda estar participando o ejercer una función en dicho proceso al igual que sucede con el 
gen GH3-2 de arroz. Dentro de la familia GH3, también se han caracterizado otros genes 
asociados con el desarrollo de las raíces en Arabidopsis, como GH3.2, GH3.3 y GH3.9 (Khan 
y Stone, 2007; Yang et al., 2014). 
El gen CsERF1, codifica un factor de transcripción de respuesta a etileno. Otros genes de 
esta familia parecen estar involucrados en el desarrollo de RLs (Hirota et al., 2007), así como 
en la regulación del EA (Trupiano et al., 2013; Guan et al., 2015). En el análisis realizado en 
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castaño, los elevados niveles de expresión del gen en la zona media y basal de la raíz, también 
indican que participa en el desarrollo radicular. Otros genes de esta familia con niveles de 
expresión relativa elevados en las raíces son el PtaERF003 que promueve el desarrollo de 
RAs y RLs en Populus (Trupiano et al., 2013), el gen NtCEF1 que participa en la respuesta a 
condiciones de estrés y altera la homeostasis del balance auxinas/citoquininas (Lee et al., 
2005) y diversos genes AINTEGUMENTA_like en Arabidopsis thaliana (Nole-Wilson et al., 
2005). Además, el máximo nivel de expresión detectado en las yemas axilares apunta a una 
posible función del gen en otros procesos de desarrollo de las planta. En este sentido, el gen 
EBE, de la familia AP2/ERF se expresa preferentemente en las yemas axilares y su 
sobreexpresión promueve la formación de las mismas (Mehrnia et al., 2013).  
Con relación al patrón de expresión en órganos de los genes analizados de la familia 
GRAS, encontramos dos patrones de expresión diferentes, los genes CsSCL1 y CsSCL3 con 
niveles de expresión más elevados en raíces y los genes CsSHR1 y CsSHR2 cuya expresión 
no permite asociarlos de forma directa al desarrollo radicular. En general los genes de la 
familia GRAS presentan mayores niveles de expresión en la raíz aunque con una función 
diferente o asociados a distintos tejidos (Pysh et al., 1999; Czikkel y Maxwell, 2007). En 
castaño, los genes CsSCL1 y CsSCL3 mantienen estas características de la familia GRAS, sin 
embargo CsSHR1 muestra niveles de expresión muy similares en todos los órganos y CsSHR2 
parece estar más activo en los tejidos aéreos de la planta. El elevado nivel de expresión del 
gen CsSCL1 en las tres zonas de las raíz, concuerda con lo observado en trabajos previos y en 
putativos genes ortólogos como el PrSCL1 de Pinus radiata (Sánchez et al., 2007). Los 
niveles máximos detectados en la zona media de la raíz, al igual que ya se mencionó para el 
gen CsGH3.2, sugieren que CsSCL1 participa en la regulación de la iniciación de los 
primordios de RLs. En el caso del gen CsSCL3, el incremento progresivo en los niveles de 
expresión a medida que avanza su estado de desarrollo, también indica que su expresión está 
regulada temporalmente durante el crecimiento de la raíz. Inicialmente cabría esperar un 
patrón similar al de los genes AtSCL1 y AtPAT1 de Arabidopsis, con los que presenta mayor 
homología, sin embargo el clado PAT1 al que pertenecen estos genes es una excepción en los 
genes de esta familia y AtSCL1 presenta baja expresión del en raíces (Pysh et al., 1999) y  el 
PAT1 presenta unos niveles de expresión muy bajos localizados de forma similar en todos los 
tejidos de la planta y bajo cualquier condición lumínica. El gen AtPAT1 codifica para una 
proteína citoplasmática homóloga a la familia GRAS, a la que se atribuye un papel en la ruta 
de señalización lumínica (Bolle et al., 2000). Esta proteína bloquea uno de los primeros pasos 
de la señal de traducción del fitocromo A, un fotorreceptor que controla los procesos básicos 
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de desarrollo de la planta. Este patrón de expresión, por homología debería observase en el 
gen CsSCL3, sin embargo en el caso del castaño es el gen CsSHR1 el que presenta niveles de 
expresión similares en los órganos evaluados. Además ambos genes, CsSCL1 y CsSCL3, 
mostraron niveles de expresión relativamente altos en las yemas axilares, lo que sugiere que 
pueden estar implicados en el desarrollo de meristemos en proliferación y división activa 
celular, como ya había sido sugerido para CsSCL1 (Sánchez et al., 2007; Vielba et al., 2011). 
En diferentes especies vegetales, otros genes SCR y SCL están también presente en órganos 
aéreos (Wysocka-Diller et al., 2000; Sassa et al., 2001; Morohashi et al., 2003; Kamiya et al., 
2003; Gao et al., 2004; Lim et al., 2005) e implicados en el desarrollo de meristemos axilares 
(Schumacher et al., 1999; Bolle, 2004). Estos datos soportan la hipótesis de que dichos genes 
participan en las divisiones celulares asimétricas y en el establecimiento del patrón radial de 
crecimiento del brote y de la raíz como por ejemplo el gen BnSCL1 (Gao et al., 2004).  
El gen SHR es uno de los más estudiados en Arabidopsis, se le atribuyen diversas 
funciones en el desarrollo de la raíz y del sistema vascular, en el mantenimiento del centro 
quiescente, en la regulación del patrón radial de la raíz, el desarrollo de RLs y RAs y en las 
divisiones asimétricas de las células iniciales del córtex y la endodermis (Yu et al., 2010; Cui 
et al., 2011; Lucas et al., 2011; Hao y Cui, 2012; Koizumi et al., 2012a). En Populus se han 
caracterizado tres genes SHR diferentes que incrementan los niveles de expresión a lo largo 
del desarrollo radicular y que presentan niveles bajos de expresión en tallos y hojas a 
excepción del PeSHR2, que de forma similar al CsSHR2 presenta niveles de expresión 
elevados en los tallos (Xuan et al., 2014). Como es característico de la familia GRAS, estas 
proteínas SHR se localizan en el núcleo a excepción de PeSHR3 que es una proteína 
citosólica Esto indica que aunque existen aspectos conservados en las diferentes especies 
también existen aspectos divergentes al incrementarse el número de genes pertenecientes a 
esta familia. En Medicago truncatula, MtSHR1 muestra mayores niveles de expresión en el 
ápice de la raíz que en las hojas y en la zona de elongación de la raíz (Imin et al., 2007). En 
Pinus radiata se caracterizó un gen PrSHR que presenta bajo porcentaje de identidad con los 
dos genes caracterizados en castaño, se expresa mayoritariamente en raíces en comparación 
con los cotiledones, el ápice del brote y los hipocótilos (Solé et al., 2008). La expresión de 
este gen se asocia con diversos órganos con meristemos en proliferación y células en división 
activa. Por todo ello, no podemos concluir si los genes CsSHR1 y CsSHR2 son ortólogos del 
gen PrSHR. En el caso del gen CsSHR2, la elevada expresión en ápices y yemas, sugiere que 
esté involucrado en el desarrollo de meristemos apicales y axilares. Su elevado nivel de 
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expresión en entrenudos, pudiera estar relacionado con desarrollo vascular y la xilogenesis 
(Wang et al., 2011; Della Rovere et al., 2015) 
Finalmente, el análisis del gen CsRLK, que codifica una proteína con los dominios 
propios de las del grupo LRR-RLKs (“Leucine rich repeat Receptor-like protein Kinase”), 
mostró que los niveles de expresión en general fueron más elevados en las partes aéreas del 
brote que en la raíz. Dentro del grupo de genes LRR-RLKs se encuentran los genes SERK 
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), siendo el primero aislado en cultivos 
embriogénicos y considerado como un marcador de la adquisición de la capacidad 
embriogénica (Schmidt et al., 1997). En Cyclamen persicum Mill, también se ha descrito la 
participación de genes de esta familia en la organogénesis de brotes y raíces con un nivel 
elevado de expresión en ambos tipos de primordios (Savona et al., 2012). El gen MtSERK1, 
marcador de la ES, también se induce su expresión durante la organogénesis de raíces a partir 
de callo, y se cree que pueda tener un papel más amplio en la morfogénesis (Nolan et al., 
2003; Rose et al., 2006). Posteriormente, su expresión también se asoció con meristemos 
primarios del brote y de la raíz y a células procambiales del tejido vascular, por lo tanto 
relacionada con eventos de reprogramación celular (Nolan et al., 2009), como es el caso del 
EA. Emparentado con esta familia génica se encuentra el gen CsRLK, con abundante 
expresión también en los entrenudos que podría estar relacionada con formación de tejido 
vascular. A pesar de su bajo nivel de expresión en la raíz, incluido el ápice radicular, no se 
descarta su posible implicación en procesos asociados a un pequeño número de células madre 
en el ápice de la raíz, o de células cambiales que pudieran activarse durante el EA. Dentro de 
los genes Clavata, de la familia LRR-RLK, Clavata 3 regula negativamente la expresión del 
gen Wuschel y entre los dos controlan la organización del meristemo apical. Otro de los genes 
de esta familia, Clv1-like muestra niveles de expresión más elevados en las raíces y 
primordios radiculares que en los tejidos aéreos de Pinus sylvestris (Heller et al., 2012). En 
Arabidopsis se evaluó el patrón de expresión de 223 LRR-RLK mostrando todo tipo de 
especificidades de tejidos (Wu et al., 2015). Por todo ello, es necesario evaluar otros aspectos 
del patrón de expresión génica del gen CsRLK, para poder precisar su posible implicación 
además de en el desarrollo de yemas y merisemos apicales, en el EA y/o desarrollo de la raíz.  
Los elevados niveles de expresión de algunos genes en las yemas axilares u otros órganos 
fotosintéticos, podría dificultar el análisis de la expresión de genes implicados en la inducción 
del enraizamiento cuando empleamos el sistema de brotes. En general en nuestro estudio, las 
hojas presentan niveles de expresión relativamente bajos, por lo cual como ya se ha 
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mencionado el sistema de hojas resulta apropiado para la caracterización de genes de 
respuesta a auxina. 
4.2. EL ENRAIZAMIENTO ADVENTICIO 
4.2.1. El nicho de células competentes para el enraizamiento adventicio en 
castaño y el desarrollo radicular 
El estudio llevado a cabo en el sistema experimental de hojas ha permitido hacer una 
evaluación histológica de cómo tiene lugar el proceso de la formación de las RAs. Los 
resultados mostraron que aunque se utilicen explantos diferentes el desarrollo de las raíces es 
similar en brotes y hojas, involucrando los mismos tipos celulares y tejidos, por lo que la 
inducción y la regulación del proceso podrían tener lugar de la misma manera en ambos 
casos. De acuerdo con la bibliografía y aunque existe algo de controversia sobre cuáles son 
las células competentes para la formación de RAs, en general estas se originan a partir del 
cilindro vascular (de Klerk et al., 1999; Abarca y Díaz-Sala, 2009). Más concretamente son 
las que las células de zonas cercanas al cambium y floema las que se desdiferencian dando 
lugar a la iniciación de la raíz (Hamann, 1998; Vidal et al., 2003; Naija et al., 2008) o en 
especies como Pinus tadea (Hutchison et al., 1999), Nicotiana tabacum (Altamura et al., 
1991), Brassica oleracea (Zhu et al., 2010) y Rhododrendon (Dokane et al., 2014), las células 
del cambium son las que experimentan las primeras divisiones celulares que darán lugar a los 
primordios de raíz. Salvo excepciones como por ejemplo en estaquillas de cacahuete donde se 
originan normalmente a partir de células epidérmicas (Atreya et al., 1984).  
El estudio histológico y anatómico realizado durante la inducción de raíces en hojas, 
muestra que estas se inician en la base del peciolo, cerca de la zona de corte y en regiones 
próximas al tejido vascular; ocasionalmente se observó la formación de raíces a partir del 
limbo de la hoja, pero siempre asociadas con alguna de las venas. Sin embargo en el sistema 
descrito por Rose et al. (2006), las raíces se originaban siempre en el peciolo y aunque las 
células del mesófilo también proliferaban, podían formar callo pero a partir de ellas nunca se 
formaban raíces. En castaño también se observó la proliferación y desorganización de las 
células corticales del peciolo en respuesta al tratamiento auxínico y en ausencia del desarrollo 
de los primordios (Fig. 17 A y B). En la inducción del enraizamiento en hojas de Arabidopsis 
mediante cultivo hidropónico, estas siempre se inician en el área del peciolo (Correa et al., 
2012). Un origen similar a partir de las células procambiales del tejido vascular y alrededor de 
la vena central fue descrito en Labisia pumila var. alata (Ling et al., 2013); Arabidopsis 
thaliana (Chen et al., 2014) y Beta vulgaris L. (Gürel y Wren, 1995). En el caso de los 
Discusión  
187  
fragmentos de hojas de Medicago trunculata, las células de tipo procambial derivadas de las 
células próximas al floema son las que actúan como células madre pluripotentes, que dan 
lugar a los primordios en respuesta al tratamiento auxínico (Rose et al., 2006; Imin et al., 
2007). En el sistema de enraizamiento desarrollado a partir de cotiledones de castaño, los 
grupos de células meristemáticas que darán lugar a las raíces, se forman a partir de la 
diferenciación y división de células de parénquima, localizadas cerca de tejidos prevasculares 
o tejidos vasculares diferenciados de los peciolos que se desarrollan en los cotiledones 
(Giovanelli y Rinaldi, 2009). En otros sistemas experimentales, como el “thin cell layers” de 
Arabidopsis, las raíces se originaron siempre en la endodermis, la capa celular que rodea al 
tejido vascular (Falasca et al., 2004). 
En el sistema de hojas de castaño, una vez iniciada la formación del primordio radicular, 
el proceso continua a través de etapas similares a las previamente descritas en el caso de los 
brotes de castaño (Ballester et al., 1999) y de otras especies. En brotes de castaño in vitro, las 
primeras divisiones celulares que darán lugar a la formación de raíces fueron observadas en el 
cambium, a las 48-72 horas tras el tratamiento con auxina (Ballester et al., 1999), sin embargo 
en hojas hemos localizado divisiones asimétricas a las 24 horas, que podrían ser la divisiones 
iniciales de primordios de raíz. Por tanto, en castaño el nicho de células competentes para el 
enraizamiento es el mismo independientemente del explanto empleado, asociado al tejido 
vascular y a las células del cambium y del mismo modo el proceso de desarrollo sigue las 
mismas etapas en brotes y hojas.  
4.2.2. Respuesta génica a la señalización de auxina durante el 
enraizamiento de material juvenil y adulto 
El estudio del patrón de expresión de estos genes en el material juvenil y adulto en 
respuesta al tratamiento auxínico, muestra que existen grandes diferencias en la regulación de 
la transcripción y en la regulación de la vía de señalización auxínica en función del estado 
ontogenético del material. La expresión de los genes CsSCL1, CsGH3.2, CsENOD93 y 
CsSHR2 en respuesta a la auxina es diferente en cada una de las líneas, bien por inducirse solo 
en una de las líneas o por mostrar diferencias cuantitativas entre ellas. Además, los niveles de 
expresión están directamente correlacionados con la capacidad de enraizamiento. En el 
material adulto, la respuesta de estos genes a la auxina estará asociada a su participación en 
otros procesos fisiológicos, o bien a una falta de plasticidad celular para responder al estímulo 
auxínico y desencadenar el proceso rizogénico. Por el contrario, en la línea juvenil los 
cambios transcripcionales detectados están asociados a la inducción del enraizamiento. Dado 
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que dichos cambios tienen lugar en las primeras 24 horas tras la aplicación de la auxina, estos 
genes podrían estará asociados al proceso de desdiferenciación y adquisición de un nuevo 
destino celular, previos a las primeras divisiones que darán lugar a la formación de primordios 
(Gahan, 2007; Li et al., 2009; Legué et al., 2014). Los genes CsRLK, CsSCL3 y CsSHR1, no 
muestran un patrón de expresión diferente en función del estado ontogenético ni en respuesta 
al tratamiento con AIB. Finalmente el gen CsUGT, también está regulado por el estado 
ontogenético del material, aunque en ambos materiales se inhibe por auxina, esta inhibición 
tiene lugar antes en el material adulto. Este gen es el único que ve reprimida su expresión por 
la vía de señalización auxínica.  
Por otra parte, la observación de que la aplicación de NPA reprime el efecto inductor o 
represor del AIB en los niveles de transcrito de los genes CsERF1, CsSCL1, CsGH3.2, 
CsSHR2, CsENOD93 y CsUGT del material juvenil confirma la participación de estos genes 
en las rutas de señalización auxínica. Estos resultados no excluyen un posible papel del resto 
de genes evaluados en la inducción del proceso de EA, ya que la modificación de la expresión 
no tiene por qué ser cuantitativa, cambios cualitativos en la localización del transcrito o una 
posterior regulación postranscripcional también pueden determinar su participación en la 
inducción del enraizamiento. Los niveles de expresión en hojas en ausencia de la aplicación 
exógena de auxinas representan los niveles basales o generados por el contenido en auxinas 
endógenas en respuesta al efecto de corte. En las primeras 24 horas tras la escisión del brote 
las células adquieren un estado transitorio de mayor sensibilidad a las auxinas y citoquininas 
lo que hace que se induzca o reprima el enraizamiento (de Klerk et al., 1999) 
El análisis más en detalle de la expresión de los genes CsERF1, CsSCL1, CsGH3.1 y 
CsRLK, mostró una relación directa entre la respuesta rizogénica y la localización de los 
transcritos de CsERF1 y CsSCL1 asociada a la inducción e iniciación del EA, y de los cuatro 
genes asociados a la organización del meristemo de radicular y al desarrollo de la raíz.  
La inducción puntual del gen CsERF1 por auxina a las 12 horas en los brotes que 
enraízan, aunque no es muy elevada, es contrarrestada en ese momento por la aplicación de 
NPA, a valores similares al de las muestras control. A pesar de que el incremento de los 
niveles de expresión no es muy elevado, en otros factores de transcripción como el gen 
AtSCL14, se ha mostrado que un incremento de 1,4 veces en su expresión promueve la 
expresión de los genes diana (Fode et al., 2008). Este gen es activado por ARFs y actúa sobre 
la ruta de señalización de las citoquininas inhibiéndola para promover el desarrollo de las 
RAs. Durante la inducción del EA en Vigna radiata, también se mostró la inducción temprana 
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por auxina (6 h) de un gen de la familia AP2-ERF, mientras que en otros cinco genes de esta 
familia disminuyó su expresión a las 24 horas con respecto a los controles (Li et al., 2016). En 
el caso del gen PtAIL1, actúa como un regulador positivo en etapas tempranas de la formación 
de raíces, ya que su sobreexpresión incrementó el número de RAs (Rigal et al., 2012). Este 
gen modula la expresión de las Ciclinas tipo D (Karlberg et al., 2011) y por lo tanto podría 
estar regulando a través de las ciclinas las divisiones celulares y la diferenciación celular. Otro 
gen de esta familia inducible por auxina, PtaERF003 participa en la transducción de la señal 
auxínica y promueve la formación de RAs y RLs (Trupiano et al., 2013). Entre los genes de 
respuesta a etileno, inducibles por auxina encontramos también el gen CRL5, que promueve el 
EA reprimiendo la señal de las citoquininas (Kitomi et al., 2011). 
La distribución asimétrica y localización preferencial en las células del cambium, del gen 
CsERF1 a las 12 horas tras la inducción del enraizamiento establece una relación directa entre 
la activación y adquisición del destino celular en la formación de RAs y la expresión génica. 
Su localización durante el desarrollo de los primordios en las células periféricas del primordio 
y en las células iniciales del córtex y la endodermis, que se mantiene, en el ápice de la raíz 
desarrollada (Fig. 25 y 26), apoya su posible participación en el control de la organización del 
meristemo. Factores de transcripción de la familia AP2/ERF (PLETHORA1, PLETHORA2 y 
BABY BOOM1) también son inducidos por auxinas e inhibidos por citoquininas y están 
implicados, en la formación de los nichos de células madre de raíz en Medicago trunculata 
(Imin et al., 2007). Otros genes de esta familia, también son inducibles por auxina mediante la 
regulación de las proteínas ARFs, como el gen PUCHI que influye en el patrón de división 
celular en las etapas iniciales de desarrollo de RLs. Este gen restringe su expresión a regiones 
con células en proliferación, sin embargo en las etapas iniciales de desarrollo de las RLs, la 
expresión se localiza en el meristemoide pero a medida que avanza el desarrollo, la expresión 
se focaliza en la base del primordio y no en el ápice meristemático y está ausente en el ápice 
radicular (Hirota et al., 2007). Los genes PLT1 y PLT2 focalizan la expresión en el CQ y las 
células que lo rodean, por lo que se le atribuye el mantenimiento de las células madre y de la 
identidad del CQ (Aida et al., 2004). El patrón de expresión de esta familia génica puede 
asociarse a tres funciones principalmente dependiendo de los niveles de transcripción; niveles 
altos promueven el mantenimiento de la identidad de células madre, niveles menores 
promueven las divisiones asimétricas de las células meristemáticas y los niveles más bajos 
son requeridos para la diferenciación celular (Galinha et al., 2007). El patrón de expresión del 
gen CsERF1 nos sugiere que está implicado en la regulación de las divisiones asimétricas 
celulares, que tienen lugar en el cambium para iniciar el desarrollo del primordio y a lo largo 
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de su desarrollo se focaliza en la región que dará lugar a la caliptra y la epidermis y en las 
células iniciales del córtex y las endodermis, al igual que en el ápice radicular. Al regular las 
divisiones asimétricas, dirige el crecimiento de la raíz manteniendo el patrón radial celular 
característico.  
A pesar de tratarse de genes de respuesta a etileno, trabajos previos realizados en otros 
procesos muestran que la regulación transcripcional de estos genes puede verse controlada por 
diversas hormonas (auxinas, citoquininas, etileno, giberelinas y ABA) y otros estímulos 
debido a su papel en la respuesta a estreses bióticos y abióticos, así como en procesos de 
senescencia y maduración del fruto (Sakuma et al., 2006; El-Sharkawy et al., 2009; Yin et al., 
2010; Tacken et al., 2010; Liu et al., 2011; Sherif et al., 2012). El desarrollo y maduración del 
fruto, proceso que al igual que el EA está altamente dirigido por hormonas y pueden ser 
regulados por etileno, por auxina o por ambos (El-Sharkawy et al., 2009). En respuesta a 
diversos estreses el gen NtCEF1 actúa irrumpiendo la homeostasis de auxinas y citoquininas 
(Lee et al., 2005). Además la aplicación de auxinas indujo la expresión de la mayoría de los 
ERFs evaluados en petunia entre las 6 y 24 horas (Liu et al., 2011), siendo el AIA el que 
produjo el mayor cambio en el patrón de transcripción. Cabe mencionar el gen MtSERF, 
implicado en la biosíntesis de etileno y que parece ser esencial en la inducción de la ES 
(Mantiri et al., 2008), proceso que también requiere una etapa de desdiferenciación y 
reprogramación celular, al igual que el EA. El gen CsERF1 está regulado por la vía auxínica 
pero no podemos descartar que exista corregulación por el etileno. Como otros genes de esta 
familia, el CsERF1 parece ser requerido en las primeras etapas de procesos morfogénicos 
(Hirota et al., 2007) o en la adquisición un estado meristemático o competente para la división 
de células (Nole-Wilson et al., 2005). En el desarrollo de los primordios y crecimiento 
radicular podría estar implicado en dirigir las divisiones asimétricas celulares que determinan 
el patrón radial de la raíz y dirigen el crecimiento y desarrollo de los diferentes tejidos (Aida 
et al., 2004 y revisado en Vernoux y Benfey, 2005; Legué et al., 2014) 
El patrón de expresión espacio-temporal del gen CsSCL1 durante la inducción del EA en 
hojas, corrobora su papel en etapas tempranas del proceso al igual que ocurría en los brotes 
(Sánchez et al., 2007; Vielba et al., 2011). La diferente respuesta a la auxina del material 
adulto en hojas y brotes de castaño, indica que la expresión está regulada de forma diferente 
en los distintos órganos y que la inducción auxínica observada también en brotes adultos 
puede venir determinada por diversos procesos que tienen lugar de forma simultánea. Una 
expresión órgano-dependiente también se ha descrito en el caso del gen BnSCL1, el cual se 
induce con la aplicación exógena de auxinas en la raíz y se reprime en el brote, sin embargo la 
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aplicación de NPA no afectó al patrón de expresión génica en ninguno de los dos casos (Gao 
et al., 2004). En el caso del gen CsSCL1, hay que tener en cuenta que la concentración de 
auxina utilizada en ambos sistemas fue diferente, mucho más elevada en el caso de los brotes, 
lo cual puede también estar afectando a los niveles de inducción. El retraso en el pico de 
inducción observado en hojas (24h) con respecto al de brotes (12h) puede ser también 
consecuencia del diferente tratamiento auxínico, menos concentrado y durante un período de 
tiempo más largo en el caso de las hojas. Por otra parte, la mayor inducción relativa detectada 
en hojas que en brotes, posiblemente esté relacionada con los bajos niveles de expresión basal 
del gen en las hojas, y a la exclusión de otros órganos como las yemas y procesos que puedan 
estar afectando la ruta de señalización de auxina en los brotes. El gen ortólogo en pino, 
PrSCL1 inducible también por auxina, mostró un patrón de expresión ligeramente diferente al 
de castaño, pero asociado a la capacidad y al proceso de enraizamiento (Sánchez et al., 2007).  
La regulación por la auxina de CsSCL1 en función del estado ontogenético también fue 
corroborada mediante la localización específica de los transcritos en las células del cambium 
involucradas con la iniciación de la raíz (Fig. 43), únicamente en las hojas competentes para. 
De forma similar, la expresión del gen WOX11, se localizó asociada al procambium de las 
hojas o a las células del parénquima próximas al procambium que darán lugar a las células 
iniciales de raíz (Liu et al., 2014a). En el caso del gen PrSHR de Pinus radiata, no inducible 
por auxina, su expresión se focaliza en las células del cambium (Solé et al., 2008). Como ya 
se argumentó en el trabajo de Vielba et al. (2011), el análisis histológico de los explantos con 
alta y baja capacidad de enraizamiento ha mostrado que las células de los explantos que no 
enraízan también son sensibles al tratamiento auxínico, presentan señal leve y difusa y 
responden en términos de división y proliferación celular, dando lugar a la formación de callo, 
pero no se produce la reorganización celular requerida para la formación del primordio 
radicular (Díaz-Sala et al., 1996; Ballester et al., 1999). Todo esto apoya la hipótesis de que la 
pérdida de capacidad rizogénica con la maduración es en gran parte debida a la incapacidad 
de las células de los tejidos adultos para adquirir el nuevo destino celular que permite la 
formación de RAs, se han bloqueado ciertas vías de respuesta a auxina y la homeostasis 
auxínica que permite establecer el gradiente hormonal necesario para desencadenar el proceso 
de EA (Vidal, 2002). Además, el efecto inhibidor del NPA en la iniciación del enraizamiento 
está correlacionado con la reducción de los niveles de expresión del gen CsSCL1 a las 24 
horas. El NPA también generó pequeñas diferencias en la morfología de la raíz, así como 
cambios en el patrón de expresión espacial del gen durante el desarrollo de los primordios, 
dependiendo del momento de aplicación del mismo. Teniendo en cuenta que la aplicación 
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simultánea de AIB y NPA redujo severamente la iniciación de primordios, la evaluación 
histológica realizada a los 10 días tras iniciar el proceso, mostró diferencias más acusadas 
cuando el NPA se aplicó después del tratamiento con AIB, con una reducción en los niveles 
del transcrito en el primordio incipiente, apenas desarrollado debido al bloqueo ejercido por el 
NPA en su desarrollo. Sin embargo, durante la aplicación simultánea de AIB y NPA, los 
pocos primordios desarrollados, fueron capaces de retomar su crecimiento de forma casi 
normal tras la retirada del NPA. El desarrollo de los primordios depende de la 
reespecificación de células somáticas iniciales, el establecimiento del patrón radicular y la 
polaridad y la especificación del meristemo radicular. Para que esto tenga lugar es 
fundamental que se establezca el gradiente auxínico, por lo que cuando aplicamos NPA se 
altera el desarrollo normal del primordio, (Greenwood et al., 2001; Overvoorde et al., 2010). 
En Arabidopsis, el NPA inhibió el desarrollo radicular provocando también un engrosamiento 
del ápice de la raíz (Ruegger et al., 1997). En Pinus sylvestris indujo cambios en su sistema 
radicular así como en el patrón de expresión del gen SCR en el ápice de la raíz (Laajanen et 
al., 2007). El NPA estimula la formación de callo y retrasa la organización del meristemo 
(Greenwood et al., 2001). En petunia el NPA también retrasó el desarrollo de los primordios 
radiculares y provocó una supresión del pico de AIA detectado a las 24 horas en muestras no 
tratadas con NPA, permitiendo correlacionarlo con la inhibición del EA (Ahkami et al., 
2013). Esta correlación del contenido de auxinas con los tejidos competentes y con el 
enraizamiento ha sido apoyada por otros trabajos (Dong et al., 2011; Liu et al., 2014a; de 
Almeida et al., 2015).  
Todo ello confirma el papel de CsSCL1 en el EA, y el efecto del NPA alterando el 
transporte de auxinas, de forma que probablemente impide la creación de puntos máximos de 
auxinas y el establecimiento del gradiente necesario para la iniciación y el desarrollo de los 
primordios radiculares.  
En los primordios, el gen CsSCL1 muestra una expresión muy patente en todo el 
meristemo pero mayor en la protodermis y células iniciales del córtex y la endodermis. La 
localización del transcrito del gen CsSCL1 en el CQ de las raíces y en las células iniciales del 
córtex y de la endodermis, sugiere que el gen está involucrado en el mantenimiento del patrón 
radial de desarrollo de la raíz y en mantenimiento del CQ. Esto se ve apoyado por la ausencia 
de columela incipiente en los primordios desarrollados al aplicar AIB y NPA 
simultáneamente. Otros genes de la familia GRAS, como SHR y SCR se sabe que 
desempeñan un papel regulador en la organización de la raíz y mantenimiento del meristemo 
(Helariutta et al., 2000; Lim et al., 2000; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et al., 2003; 
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Sbabou et al., 2010; Wiśniewska et al., 2013; Koizumi y Gallagher, 2013). Como se propuso 
para los genes PLT anteriormente y para el gen SHR (Galinha et al., 2007; Koizumi et al., 
2012b), en función de los niveles de transcrito, el gen CsSCL1 podría estar involucrado en la 
regulación de la iniciación, crecimiento y desarrollo de RAs. Niveles más altos de transcrito 
parecen estar asociados a células en división activa del meristemo apical, se asocian a tejidos 
que están sufriendo divisiones asimétricas o tejidos en proliferación, también participaría en la 
adquisición de totipotencia celular en las células progenitoras y con niveles más bajos 
participan en el mantenimiento del CQ. La expresión del gen CsSCL1 durante el desarrollo de 
los primordios de RAs y RLs y en el CQ del ápice de la raíz confirma su papel en el 
mantenimiento del patrón radial de las células de la raíz. La expresión de CsSCL1 en las 
yemas axilares apoya su posible implicación en el mantenimiento de meristemos como fue 
sugerido por Vielba et al. (2011). 
La expresión localizada de estos genes, en el cambium y divisiones asimétricas, sugiere 
que participan en la adquisición de las células de su nuevo destino celular hacia células 
iniciales de raíz. Las células somáticas cambian el patrón típico de expresión génica, para 
dirigir el nuevo proceso de desarrollo (Thibaud-Nissen et al., 2003; Terranova et al., 2006). 
Los genes CsSCL1 y CsERF1 podrían ser candidatos para promover la pluripotencialidad de 
las células como WUS (Gallois, 2004), cuya expresión ectópica en el ápice de la raíz induce 
la adquisición de células madre de brote y la iniciación de la formación de yemas adventicias, 
desarrollo ectópico de hojas, ES o tejidos florales. Las divisiones celulares asimétricas son 
uno de los principales mecanismos para la diversificación de las células, adquiriendo 
funciones y facetas diferentes (Kamiya et al., 2003).  
Al igual que el gen CsSCL1, el gen CsENOD93 está regulado por auxina en función del 
estado ontogenético del material (solo en juvenil). Su patrón de expresión lo correlaciona 
directamente con la capacidad rizogénica del material, por lo que parece participar en el EA, 
además de otros procesos propios de genes de esta familia génica como es la nodulación. Su 
inducción temprana por la auxina, sugiere que también podría estar implicado en la 
desdiferenciación celular, adquisición de competencia y del nuevo destino celular. Un 
comportamiento similar se observó en el gen 5NG4 que codifica una nodulina de Pinus tadea 
L cuya expresión diferencial en estaquillas juveniles y adultas la correlaciona con el EA 
(Busov et al., 2004), al igual que la Nodulin21-like de Pinus sylvestris que presentan una 
respuesta al AIB y a inhibidores del transporte polar de auxinas similar a la de CsENOD93 
(Heller et al., 2012).  
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El gen GmENOD93, altamente homólogo a CsENOD93 se expresa en los meristemos 
primarios de los nódulos y en la región meristemática de los nódulos en desarrollo, pero dado 
que su inducción ocurre tras el comienzo de la fijación del nitrógeno, su expresión no puede 
asociarse con la actividad meristemáticas de las células (Kouchi y Hata, 1993). Otro gen 
homólogo a CsENDO93, el OsENod93a de arroz, se induce en respuesta a la infección 
bacteriana, y su mayor expresión en los cultivos celulares en suspensión sugiere que tiene un 
papel en los tejidos indiferenciados (Reddy et al., 1998). El patrón de expresión de 
OsENOD93-1, está asociado con la emergencia y maduración de las raíces (Bi et al., 2009). 
En resumen, el gen CsENOD93 parece participar en las etapas tempranas del desarrollo de 
RAs, sería interesante evaluar su patrón de expresión in situ para confirmar si al igual que 
otros genes homólogos se localiza en tejidos específicos.  
CsENDO93, es inhibido por la aplicación de NPA. Los procesos organogénicos de la 
planta y el proceso de nodulación están dirigidos por el balance entre auxinas y citoquininas. 
A diferencia del EA, la nodulación puede inducirse por la aplicación de citoquininas o 
inhibidores del transporte polar de auxinas (NPA o TIBA) (Miklashevichs et al., 2001). 
Incluso la aplicación de NPA induce la formación de pseudonodulos en ausencia de infección 
(Wu et al., 1996) induciendo la expresión de diversos genes de la familia de las nodulinas 
tempranas como los genes ENod2, ENod8, ENod12 y ENod40 (Miklashevichs et al., 2001).  
Se han identificado diversos genes de esta familia también en especies no leguminosas, 
pero de la mayoría de ellos no se conoce su función, únicamente se ha descrito su dinámica de 
expresión (Gamas et al., 1996). Uno de los más estudiados es el ENOD40, al que se le 
atribuyen diversas funciones, como la división de las células corticales y la desdiferenciación 
celular en las primera etapas del desarrollo de los nódulos (Charon et al., 1997), la 
diferenciación de los haces vasculares (Kouchi et al., 1999) y otras aún menos relacionadas 
con el enraizamiento como el transporte de productos fotosintéticos. Sin embargo en 
Phaseolus este gen participa en las primeras etapas del desarrollo de RLs y en la división de 
las células del periciclo para el desarrollo del primordio radicular (Papadopoulou et al., 1996). 
Estos resultados relacionan las nodulinas con otros procesos organogénicos independientes de 
la nodulación. Se cree ENOD40 podría estar implicado en el estado hormonal de la planta y 
que su expresión depende de cambios hormonales como por ejemplo el incremento de la 
concentración de auxinas que genera el desarrollo de RLs. Además podría considerarse como 
uno de los genes marcadores de la iniciación de las RLs cuya expresión se localiza en los 
tejidos meristemáticos de los primordios foliares y de RLs (Papadopoulou et al., 1996).  
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El proceso de nodulación, es otro proceso organogénico que está regulado por diversas 
familias de factores de transcripción también descritas en el proceso de EA como la familia 
GRAS y AP2/ERF (Libault et al., 2009; Yan et al., 2015). Por ejemplo, ciertas proteínas 
GRAS participan en la señalización de los factores de nodulación y en la morfogénesis de los 
nódulos a través de la activación de ENOD11 (Sun et al., 2011). Por ello sería interesante 
evaluar si CsENOD93 es uno de los posibles genes diana que está regulado por los factores de 
transcripción de la familia GRAS y AP2/ERF.  
El gen CsGH3.2, es inducible por auxina en ambas líneas, pero la inducción es mucho 
mayor en el material competente para enraizar por lo que su expresión también está regulada 
por el estado ontogenético. La inhibición de la inducción auxínica, en términos de expresión 
génica, generada por la aplicación de NPA confirma su papel en la ruta de señalización 
auxínica. 
Los genes de la familia GH3 están implicados en la homeostasis de auxinas regulando los 
niveles de auxina libre y activa, actúan mediante la conjugación de AIA con aminoácidos. La 
familia GH3 participa en la transducción de la señal auxínica, incrementa rápidamente los 
niveles de transcripción (Hagen y Guilfoyle, 1985) con el incremento de la concentración 
auxínica para poder formar conjugados y modular su actividad, de esta manera ejerce un 
efecto represor de la señal auxínica (Rozov et al., 2013). Su expresión está controlada por los 
ARF (Guilfoyle y Hagen, 2007). Aunque esta regulación es aún más compleja, interviniendo 
otros compuestos como el etileno. Al evaluar genes de esta familia, como el VvGH3.1, se 
demostró que era necesario un incremento de los niveles de etileno para que las auxinas 
indujeran su expresión (Böttcher et al., 2012). En el proceso de EA ya se ha descrito que junto 
al incremento de auxinas tiene que existir un incremento de los niveles de etileno que fomente 
la sensibilidad tisular a las auxinas y su respuesta fisiológica (Liu et al., 2005) por lo que no 
debemos descartar la posible regulación del gen CsGH3.2 por el etileno. Los diferentes 
niveles del transcrito CsGH3.2 en las dos líneas de castaño, podrían estar relacionados con 
diferencias en la actividad enzimática para formar conjugados o para establecer el gradiente 
apropiado de auxina en el caso del material juvenil. En eucalipto, se han evidenciado 
diferencias en el metabolismo de AIA y formación de conjugados entre genotipos con alta y 
baja capacidad de enraizamiento (Negishi et al., 2014). 
Genes de esta familia son considerados como marcadores de respuesta temprana auxina, 
como el NtGH3, con un pico de expresión transitorio a las 6 horas tras el tratamiento con 
ANA (Roux y Perrot-Rechenmann, 1997). Durante la inducción del EA en hipocótilos de 
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Arabidopsis, se incrementaron los niveles de GH3-2 en respuesta al corte, coincidiendo con el 
incremento de AIA endógeno, mientras que la aplicación de NPA en el ápice decapitado 
inhibía el EA (Sukumar et al., 2013). Los genes GH3-3, GH3-5 y GH3-6 también están 
correlacionados con el EA (Sorin et al., 2005; Zhang et al., 2007). Otros genes de esta 
familia, participan en el crecimiento y desarrollo de la raíz (Khan y Stone, 2007) y de RLs (Fu 
et al., 2011). El GH3.14 se sobreexpresa tras la aplicación de auxinas pero exclusivamente en 
las raíces, sin embargo este gen pertenece al grupo III y no se conoce su función (Paponov et 
al., 2008). En el caso del GH3.5 de Arabidospis, se induce tras la aplicación de diferentes 
hormonas, AIA, ABA, AG3, kinetina, ácido jasmónico y metil-jasmonato, sin embargo no 
responde al ácido salicílico, lo cual sugiere que la actividad de los GH3 puede ser distinta en 
diferentes procesos fisiológicos en función del balance hormonal (Ostrowski y Jakubowska, 
2013). 
Dado que CsGH3.2 es inducido por auxina y está implicado en su homeostasis, la 
abundancia de transcrito debería coincidir con la acumulación de auxinas, sin embargo 
CsGH3.2 se localizó en tejidos específicos de los primordios. En el desarrollo de los 
primordios de RLs, la concentración de auxinas se distribuye formando un gradiente que 
alcanza la concentración máxima en el punto más apical (Benková et al., 2003), sin embargo 
la localización especifica de GH3.2 de arroz indica que aunque la presencia de auxinas puede 
modificar sus niveles de expresión su distribución es dependiente del tipo de tejido (Fu et al., 
2011). La distribución celular del transcrito CsGH3.2 en las células iniciales del córtex y de la 
endodermis, podría indicar su papel en la regulación de las divisiones asimétricas de las 
células.  
Por otra parte, los elevados niveles del mensajero CsGH3.2 en el meristemo apical, 
primordios foliares y yemas axilares corresponden a zonas de síntesis activa de auxinas ya 
que aunque la síntesis de novo de auxinas puede tener lugar en diferentes órganos son los 
tejidos apicales jóvenes la principal fuente de AIA (Ljung et al., 2001; Friml y Palme, 2002; 
Friml, 2003). 
Dentro de los genes SHR identificados en castaño, el gen CsSHR1 no está regulado por 
auxina ni muestra variaciones de expresión entre las dos líneas, aunque parece que el material 
adulto presenta más inestabilidad en los niveles de transcrito. Estas modificaciones en la 
expresión génica pueden ser críticas en la iniciación o capacidad de EA. Por el contrario, 
CsSHR2 muestra diferencias de expresión dependientes del estado ontogenético tanto en 
respuesta al efecto de corte como en respuesta a la auxina. En la literatura encontramos que la 
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ruta de señalización auxínica no induce la expresión de este gen en diversas especies como 
Medicago truncatula (Imin et al., 2007) y Pinus radiata (Solé et al., 2008). Algunos trabajos 
proponen la ruta de señalización de las giberelinas como posible modulador de su expresión 
(Koizumi et al., 2012b) y asocian el gen SHR con la homeostasis de citoquininas (Cui et al., 
2011). En base a datos obtenidos en otras especies cabe esperar que ambos genes estén 
implicados en la inducción del EA, el CsSHR2 porque podemos establecer una correlación 
directa entre los niveles de expresión, la respuesta rizogénica al tratamiento auxínico y la 
inhibición del transporte polar mediante NPA. El gen CsSHR1 podría presentar un 
comportamiento similar al de otros SHR descritos no inducibles por auxina, pero con 
localización asociada a tejidos involucrados en la iniciación de raíces, como el gen PrSHR 
que se expresa en las células del cambium en respuesta al tratamiento con AIB sin modificar 
los niveles cuantitativos de transcrito (Solé et al., 2008). En este sentido, es necesario 
profundizar más en el estudio de estos genes para poder establecer el papel concreto que están 
desempeñando. A pesar de que el gen CsSHR1 no se ve afectado por la aplicación de auxina, 
su expresión parece estar modulada por el NPA, pero posiblemente no a través de la 
inhibición del TPA sino que por otros factores que se ven alterados. El análisis tampoco 
permite correlacionar el incremento de expresión generado por NPA con la respuesta 
rizogénica de los explantos. 
Muchos trabajos han mostrado el papel del SHR en la inducción y desarrollo del EA, 
siendo esencial para la formación de RAs, ya que los mutantes deficientes en este gen ven 
reducida su capacidad rizogénica. El SCR afecta a la iniciación del EA y se supone que en 
esta etapa es activado por el SHR, siendo ambos necesarios para la adquisición de la identidad 
de las células iniciales del primordio radicular, de forma similar a lo que ocurre en la 
iniciación de las RLs (Lucas et al., 2011; Della Rovere et al., 2015). Al igual que en 
Arabidopsis, PeSHR1 interacciona con el gen PeSCR, pero no existen estas interacciones con 
los genes PeSHR2 y PeSHR3 (Xuan et al., 2014). En el desarrollo radicular, SHR regula las 
divisiones asimétricas de las células progenitoras del ápice radicular, y de las células iniciales 
del córtex y la endodermis y participa en la especificación de la endodermis en la raíz de 
Arabidopsis (Cui et al., 2011). También en pino, la expresión de PrSHR en el meristemo 
radicular sugiere su participación en la organización y mantenimiento del meristemo (Solé et 
al., 2008). Estos aspectos serán evaluados con más detalle en el apartado de Populus. 
El gen CsUGT está regulado negativamente por la auxina, mientras que el NPA indujo su 
expresión a niveles superiores a los de las muestras control, aunque no significativamente. El 
estado ontogenético afectó al patrón de expresión generado por el efecto del corte, sin 
Discusión 
198  
embargo en ambas líneas el tratamiento auxínico inhibió la expresión durante las 24 horas 
evaluadas, manteniendo valores constantes. La inhibición generada por la auxina fue más 
acusada cuando los niveles basales eran mayores, a las 12 horas en los adultos y a las 24 en 
los juveniles.  
En Panax ginseng Meyer, se han caracterizado ciertas UGTs del grupo A, involucrados 
en la defensa y metabolismo secundario ya que responden al tratamiento con metil-jasmonato 
en RAs y tejidos diferentes (Khorolragchaa et al., 2014). La identificación del motivo AuxRe 
(GAGACA) en la región promotora de CsUGT, sugiere que se trata de un gen de respuesta a 
auxinas regulado por ARFs, en este caso reprimiendo su expresión (Teale et al., 2006; 
Guilfoyle y Hagen, 2007). El análisis de homología indica que podría tratarse de una 
antocianidina-3-O-glucosido UGT, que regula los niveles de antocianos y flavonoides, lo que 
concuerda con la importancia de estos compuestos en la capacidad rizogénica. Se han descrito 
UGTs que participan en el desarrollo de las raíces, como PsUGT1 que actúa sobre flavonoides 
como el kaempferol, un inhibidor del TPA, y la alteración de su expresión puede generar 
cambios en el desarrollo de la raíz (Woo et al., 2007). La menor acumulación de antocianinas 
en el material adulto de hiedra, el cual no enraíza, está asociada a una pérdida de la actividad 
de la dihidroflavonol reductasa (Murray y Hackett, 1991). La acumulación de quercetin 
glucosidos, durante la fase de propagación de Eucalyptus gunnii Hook, en presencia de 
citoquininas promueve la sensibilidad al tratamiento de auxinas y la formación de RAs (Curir 
et al., 1990). En castaño, se ha observado un descenso en el contenido en flavonoides en la 
línea P2Rb en las primeras 48 horas tras la inducción del enraizamiento (Fernández-Lorenzo 
et al., 2005). De forma similar en nogal se observó que una alta capacidad rizogénica estaba 
asociada a un bajo contenido en flavonoides (Cheniany et al., 2013). Sin embargo, el diferente 
patrón de expresión de CsUGT, en ambas líneas, no permite inferir una mayor actividad de la 
proteína en el material juvenil. Hay que tener en cuenta que cada UGT puede actuar sobre una 
tipo de flavonoide específico.  
El gen CsSCL3 no se vio afectado ni por el estado ontogenético del material ni por el 
tratamiento con AIB, sin embargo la aplicación de NPA incrementó los niveles de transcrito. 
Este gen pertenece al clado PAT1 que se considera una excepción en la familia GRAS. Los 
mutantes de estos genes no presentan un fenotipo aberrante en el sistema radicular y además 
parece que participan en la cascada de señalización de las giberelinas y no de las auxinas 
(Bolle et al., 2000). En el análisis de homología, una de las secuencias próximas conocida 
como “chitin-inducible gibberellin-responsive”, indica que actúan en la ruta de señalización 
de las giberelinas y que podrían estar implicadas en el proceso de nodulación (Day et al., 
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2003; Bolle, 2015). Otra de las principales funciones de esta familia de factores de 
transcripción, es la respuesta a estrés y defensa, procesos altamente controlados por el balance 
hormonal. En tomate se evaluaron genes de diversas subfamilias y al menos uno de los 
pertenecientes al grupo PAT mostró cambios significativos en las primeras etapas de 
respuesta a estrés y “wounding” (Mayrose et al., 2006). Es necesario estudiar en más 
profundidad este gen para poder confirmar o descartar su papel en el EA; además sería 
interesante evaluar otros factores como la luz y las giberelinas para poder profundizar en sus 
vías de regulación.  
Para finalizar evaluamos el gen CsRLK tanto en la inducción como en el desarrollo de los 
primordios. Ni el estado ontogenético del material ni el tratamiento con AIB y/o con NPA 
modificaron sus niveles de expresión al menos en las primeras 24 horas evaluadas, por lo que 
los datos del análisis no permiten establecer ninguna relación de este gen con el proceso de 
EA. Además no disponemos de información de su localización específica que pudiera 
establecer diferencias cualitativas entre ambos líneas. El gen DgSERK mostró unos resultados 
similares a CsRLK en la fase de inducción, no pudiendo detectarse su localización en los 
primeros 4 días tras la inducción por auxina, sin embargo en los embriones en desarrollo su 
expresión se localizó en el polo radicular (Somleva et al., 2000). Sin embargo el estudio 
mediante hibridación in situ, confirmó la posible participación de CsRLK en el desarrollo de 
los primordios de RAs y RLs y en el ápice radicular. Las LRR-RLKs son proteínas 
transmembrana de las vías de transducción de la señal mediante la fosforilación enzimática. 
Debido al análisis de homología, esta proteína podría estar implicada en diversos procesos de 
desarrollo participando en el reconocimiento, la regulación de la división, expansión y 
diferenciación celular. Dentro de esta familia se incluyen proteínas ampliamente 
caracterizadas en el proceso de embriogénesis como las proteínas SERK y CLAVATA. El 
patrón de expresión de estos genes demuestra que juegan un papel importante en diversos 
procesos morfogenéticos (Nolan et al., 2003). El análisis filogenético incluye a CsRLK en la 
subfamilia IV, clado relacionado con la regulación del crecimiento de meristemos. En 
Populus trichocarpa se han caracterizado 379 genes de esta familia, algunos de ellos 
implicados en el desarrollo y diferenciación de tejidos meristemáticos (Zan et al., 2013). En 
Cyclamen persicum, el patrón de expresión de los genes CpSERK1 y CpSERK2 en diversos 
proceso organogénicos, mostró su localización en el ápice del brote, los primordios foliares, la 
iniciación de yemas axilares, en la túnica y el procambium. En las RAs la expresión se 
focaliza en el ápice y algunas células del periciclo, asociadas al procambium que darán lugar 
al cilindro vascular, la protodermis y a la iniciación de RLs (Savona et al., 2012). El patrón de 
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expresión de CsRLK, similar al de estos genes, sugiere que podría considerarse como un 
marcador de pluripotencialidad celular que darán lugar a la ES, la organogénesis y la 
xilogénesis. 
La expresión de CsRLK varía durante el desarrollo de la raíz, particularmente en la zona 
central del meristemo, con expresión predominante en las capas más externas del primordio, 
que darán lugar a la epidermis y caliptra. Sin embargo, en el ápice de la raíz, la expresión es 
relativamente abundante en todos los tejidos del meristemo. Estas proteínas participan en la 
respuesta celular a estímulos, se trata de quinasas capaces de fosforilar proteínas 
citoplasmáticas, activando y permitiendo que la célula entre en división. La expresión del 
CsRLK en tejidos meristemáticos de la raíz, el ápice caulinar, las yemas axilares y los 
primordios foliares (fig. 47) se ajusta a este papel del gen. Otros genes de esta familia 
desempeñan funciones similares en diversos procesos de crecimiento y desarrollo como el gen 
CLV1 (Clark et al., 1997). Las proteínas LRR-RLK regulan la actividad de WUS, que juega 
un papel esencial en el mantenimiento de las células en estado de proliferación (Mayer et al., 
1998; Gallois et al., 2002; Gallois, 2004; Smertenko y Bozhkov, 2014). Dentro de esta 
familia, la subfamilia TMK regula el crecimiento de la planta mediante el control de la 
expansión y proliferación celular, participando en las ruta de señalización auxínica (Dai et al., 
2013). En conclusión a pesar de que no podemos confirmar el papel del gen CsRLK en las 
etapas iniciales del proceso de EA, este gen está participando en el desarrollo radicular en las 
células en estado activo de proliferación. 
4.2.3. Pérdida de capacidad rizogénica con la maduración  
El análisis de expresión génica en las dos líneas de cultivo confirmó que, a excepción de 
los genes CsRLK y CsSCL3, la expresión de los otros genes evaluados durante la inducción 
del EA está regulada por el estado ontogenético del material. En la literatura encontramos 
evidencias de que la expresión diferencial de genes asociada con la edad del individuo se 
traduce en diferencias morfológicas y fisiológicas, por ejemplo la morfología de las hojas y su 
capacidad fotosintética. De esta forma se ha observado que el contenido en clorofila aumenta 
con la edad, sin embargo los genes de la familia cab, implicados en la actividad fotosintética, 
muestran niveles más altos en hojas de plantas juveniles que en las de plantas adultas 
(Hutchison et al., 1990). Diversos trabajos han correlacionado las diferencias en el patrón de 
expresión de ciertos genes, en material con diferente estado de maduración, con su respuesta 
rizogénica. Las modificaciones asociadas al cambio de fase pueden generar cambios de 
carácter cuantitativo o cualitativo en la expresión génica. En peciolos de hojas de hiedra, el 
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gen PRP se expresa más abundantemente en el material adulto, y preferencialmente 
localizado en las células asociadas con la regeneración de raíces, estableciendo una relación 
negativa entre expresión y capacidad de enraizamiento (Sánchez et al., 1995). Por otra parte, 
en Pinus taeda se observó un incremento en el nivel de expresión de expansinas asociado a la 
capacidad de enraizamiento de los hipocótilos (Hutchison et al., 1999). Los tejidos con 
diferente estado de madurez generan una respuesta transcripcional diferente debido a la 
supresión de la expresión de genes necesarios para entrar en el patrón de desarrollo de la raíz, 
ya sea por la supresión de la expresión de los factores de transcripción o por la metilación de 
sus genes diana. 
En especies forestales la perdida de la capacidad rizogénica asociada a la maduración 
(Covelo et al., 2009; Pijut et al., 2011; Husen, 2012; Díaz-Sala, 2014) puede deberse al 
descenso en el contenido de auxinas endógenas y otros compuestos promotores del 
enraizamiento, a la acumulación de sustancias inhibidoras del proceso de enraizamiento o al 
descenso de la sensibilidad de los tejidos a las auxinas (Greenwood y Hutchison, 1993; 
Hackett y Murray, 1993; Husen y Pal, 2006). El cambio de fase también desencadena un 
cambio en el transporte y metabolismo de las auxinas, modificando su homeostasis y con ello 
la regulación transcripcional de sus vías de señalización. Todos estos cambios, condicionan la 
diferente respuesta del individúo a determinados estímulos (revisado en Abu-Abied et al., 
2012). Varios trabajos confirman que los procesos de desarrollo en respuesta al tratamiento 
auxínico varían con la edad del tejido (Correa et al., 2012). En el material adulto de Pissum 
sativum, tiene lugar descenso del transporte de AIA a la base del brote y un cambio en las 
rutas de transporte y conjugación de auxinas que provoca una pérdida de la capacidad de 
enraizamiento (Rasmussen et al., 2015). 
Se ha observado que en las primeras etapas de inducción del EA las células del cambium 
sufren un incremento de los niveles de transcripción de genes especificos, esta modificación 
de la respuesta transcripcional solo ocurre en el material competente de enraizar, es decir esto 
no se observa en el material adulto (Solé et al., 2008; Abarca y Díaz-Sala, 2009; Vielba et al., 
2011). La diferente localización del gen CsSCL1 en cada una de las líneas de cultivo, sugiere 
que solo el material juvenil tienen la capacidad de reajustar su patrón de expresión, al menos 
el de los genes específicos para, adquirir el nuevo destino celular antes de comenzar a 
proliferar (Abarca y Díaz-Sala, 2009). 
Aunque en este caso concreto, existe una correlación directa entre localización y 
activación celular para el EA, en otras ocasiones la relación puede ser inversa y su función sea 
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la de reprimir o inhibir las divisiones celulares iniciales que darán lugar a las raíces (Woo et 
al., 1994; Sánchez et al., 1995). Además, como ya se ha señalado anteriormente, la diferente 
regulación de la expresión en función del estado ontogenético también viene determinada por 
el órgano empleado y no es generalizada. 
 Finalmente, en el caso que nos ocupa, aunque no se han llevado a cabo estudios de 
metilación, todo indica que las modificaciones en los patrones de expresión detectados entre 
el material juvenil y adulto sometidos a los mismos tratamientos, son atribuidos las 
modificaciones epigenéticas generadas durante la maduración. El grado de metilación del 
ADN de los tejidos meristemáticos, es una marca de capacidad morfogenética (Fraga et al., 
2002; Valledor et al., 2010). En castaño, la edad está correlacionada con el incremento en la 
metilación de 5-deoxicitidinas (Hasbún et al., 2005). Por otro lado, la modificación del patrón 
de metilación de histonas influye en la capacidad de respuesta a estímulos y de coordinar la 
expresión génica, las cuales son diferentes en función del tipo celular (Pfluger y Wagner, 
2007). Estas diferencias pueden reflejarse en la plasticidad para responder a fluctuaciones 
ambientales, así como en la capacidad de reprogramación de células para iniciar un proceso 
organogénico. La modificación de histonas y la metilación del ADN permiten a la planta 
establecer la regulación transcripcional necesaria para su desarrollo y las respuestas 
adaptativas al ambiente (Vaillant y Paszkowski, 2007). La actividad de los genes de la familia 
GRAS también está asociada con factores epigenéticos (Gao et al., 2004). Además, con la 
maduración se acentúa el proceso de determinación celular, de forma que las células que han 
adquirido cierto grado de diferenciación también han sufrido modificaciones epigenéticas que 
limitan su capacidad de desdiferenciación y adquisición de un nuevo destino celular (Hackett, 
1985; Greenwood y Hutchison, 1993). La pérdida de capacidad rizogénica es el resultado de 
la pérdida de plasticidad de las células para cambiar el destino celular en respuesta al estímulo 
auxínico. 
4.2.4. Inducción y desarrollo del enraizamiento adventicio 
En el sistema de castaño existe una correlación entre los niveles de expresión de los genes 
CsERF1, CsSCL1, CsSHR2, CsENOD93 y CsGH3.2 y la inducción del EA. Estos genes 
actúan a través de la vía de señalización auxínica siendo promovidos por la aplicación 
exógena de AIB e inhibidos por la aplicación de NPA. Una respuesta similar fue descrita en 
los genes como CSDNAJ-1 y CSCDPK5, ya que el NPA previene el EA y bloquea su 
expresión (Xuan et al., 2008). La inducción temprana por auxina de estos cinco genes justo 
antes de que se inicien las divisiones, sugiere su importante papel en las etapas iniciales del 
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proceso de EA, como ya había sido propuesto en el caso del gen CsSCL1 (Sánchez et al., 
2007; Vielba et al., 2011). Además en el caso de los genes CsERF1 y CsSCL1 se confirma 
que independientemente del tipo de explanto empleado, son los mismos tipos celulares los 
que participan en el proceso de EA. Son por lo tanto, las células del cambium del material 
juvenil las que tienen la capacidad de reiniciar su patrón de expresión, o al menos la de genes 
específicos. 
A pesar de que no se evaluó la regulación transcripcional, actividad o funcionalidad de 
las proteínas en este sistema de castaño, dada la correlación entre activación celular, expresión 
génica y respuesta fisiológica, es altamente probable que estén controlando la inducción del 
EA. En base a la elevada similitud de las secuencias homólogas, asumimos que estas 
proteínas presentan mecanismos de respuesta y de regulación similares.  
En el caso de los genes CsSCL3, CsSHR1, CsRLK y CsUGT los datos de expresión no 
son concluyentes. CsUGT, está implicado en la vía de señalización auxínica, pero regulado de 
forma negativa. Los genes CsSHR1 y CsSCL3 no regulados por auxina, al menos en la 
concentración testada, se inducen por NPA por lo puede ser que dicha inducción esté jugando 
un papel determinante en la inhibición o el retraso de la fase de inducción pero a través de 
otras rutas de señalización. La respuesta de ciertos genes que se inducen por NPA sin verse 
afectados por el tratamiento de auxinas puede deberse a que el NPA afecta a otros factores, 
como puede ser el provocar un incremento en la concentración de etileno y deficiencias en la 
respuesta al ABA (Harbage y Stimart, 1996b; Koukourikou-Petridou y Bangerth, 1997; 
Woodward y Bartel, 2005). Los mutantes auf1 se ven afectados por el NPA pero no por 
auxinas (Zheng et al., 2011). Nuestros resultados sugieren que las primeras etapas de 
formación de RAs en hojas están determinadas por los cambios experimentados en las 
primeras 24 horas antes de que se organice el primordio radicular y comiencen las primeras 
divisiones, como ya ocurría en brotes (Ballester et al., 1999). Muchos genes asociados con la 
reorganización celular y el inicio de la división celular durante la formación de RAs, están 
implicados en la pared celular primaria, el citoesqueleto y ciclo celular (Sánchez et al., 1995; 
Hutchison et al., 1999; Brinker et al., 2004). Estos genes podrían ser potenciales dianas de 
algunos de los genes caracterizados como el CsERF1, CsSCL1 y CsSHR2.  
Por tanto, en concordancia con otros autores nuestros resultados sugieren que los genes 
de la familia AP2/ERF (Imin et al., 2007; Rigal et al., 2012; Trupiano et al., 2013; de 
Almeida et al., 2015) y SCARECROW (Casson and Lindsey, 2003; Solé et al., 2008; Covelo 
et al., 2009; Pop et al., 2011; Vielba et al., 2011) son factores de transcripción que regulan el 
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desarrollo de la planta, de RLs y RAs mediante la transducción de la señal y regulando la 
interacción entre diferentes rutas de señalización (Xu et al., 2011). Controlan la proliferación 
celular, el mantenimiento del meristemo y el establecimiento del patrón radial radicular 
(Parizot and Beeckman, 2013; Legué et al., 2014; Guan et al., 2015). Los genes de la familia 
GH3 participan la homeostasis de auxinas formando conjugados a aminoácidos y regulando el 
EA (Sorin et al., 2005; Guilfoyle and Hagen, 2007; Ludwig-Müller, 2011; Ahkami et al., 
2013). Ciertos genes de la familia UGT podrían estar regulando los niveles endógenos de 
flavonoides lo que determina la capacidad rizogénica. Estas cuatro familias génicas actúan en 
la ruta de señalización auxínica pudiendo ser regulados por los ARF. La familia de proteínas 
ENOD, descrita en el proceso de nodulación podría participar de forma similar en diversos 
procesos organogénicos. Finalmente el gen CsRLK, participara en la respuesta celular 
regulando la actividad enzimática que controla el ciclo celular y actuando en la proliferación 
de meristemos (Shpak et al., 2004; Zan et al., 2013). 
B. POPULUS 
5. RESPUESTA RIZOGÉNICA A LA MANIPULACIÓN 
HORMONAL 
Para completar el estudio se evaluó la respuesta de dos líneas transgénicas de Populus 
que contienen una construcción con el promotor del gen PtSHR1 fusionado al gen marcador 
GUS (pPtSHR1::GUS). Se determinó la respuesta fisiológica de los brotes a la manipulación 
de las rutas de señalización de las auxinas y las giberelinas, debido a su acción promotora e 
inhibidora del enraizamiento, respectivamente. Por ello, la aplicación de AIB y PAC debería 
promover ciertos aspectos de la respuesta rizogénica de los brotes de chopo y el NPA y AG3 
inhibirlos (Tabla 30). En contra de lo esperado, la aplicación de AIB no promovió el EA. Esto 
se debe a que el chopo es una especie de fácil enraizamiento que no requiere de la aplicación 
exógena de auxinas para desencadenar el proceso de EA. La simple escisión del brote ya 
induce el TPA y su acumulación en la zona basal desencadenando la formación de RAs de 
forma focalizada 1-2 mm por encima del corte (Fig. 42). La aplicación de AIB supone un 
exceso de la concentración hormonal ejerciendo un efecto negativo.  
En las líneas de chopo, tanto la aplicación de NPA como AG3 afectaron negativamente al 
porcentaje de enraizamiento y al número de raíces desarrolladas. El NPA, al igual que ocurría 
en castaño, retrasó el tiempo requerido para la emergencia e inhibió el crecimiento de raíces y 
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brotes. Ya que el efecto del AIB y NPA en el desarrollo de RAs ha sido discutido en este 
trabajo en base a los resultados de castaño, en este apartado profundizaremos en el efecto de 
la ruta de señalización de las giberelinas. La aplicación de AG3 en las líneas de Populus 
evaluadas también retrasó ligeramente la emergencia de las raíces y alteró el desarrollo de 
RLs. El efecto inhibidor de las giberelinas en la formación de RAs también fue observado en 
tabaco (Niu et al., 2013). El menor desarrollo de las RLs puede estar relacionado con el papel 
de las giberelinas regulando la actividad del ciclo celular en el ápice de la raíz (Achard et al., 
2009), afectando en este caso al ápice de las RLs. Podría esperarse que la inclusión de AG3 en 
el medio, afectara positivamente al crecimiento de raíces y brotes, aumentando la longitud de 
la raíz más larga y el reemprendimiento de crecimiento, ya que la sobreexpresión de 
giberelinas genera fenotipos más altos (revisado en Mauriat et al., 2011). Sin embargo, la 
ausencia de este efecto en nuestros resultados, podría ser debida a que al inhibir el 
enraizamiento también se alteró el desarrollo normal del brote. Los niveles altos de 
giberelinas inhiben las primeras etapas de la inducción (Moubayidin et al., 2010) y la 
emergencia de las RAs, sin embargo, es necesaria su precisa focalización en el cilindro 
vascular o en el xilema del tallo para que tenga lugar el EA (Mauriat et al., 2011; Niu et al., 
2013). El crecimiento de la raíz es mantenido y regulado por el balance entre proliferación y 
diferenciación celular, resultado de la división y elongación celular en el meristemo radicular 
(Scheres, 2007; Moubayidin et al., 2010). Las giberelinas promueven la expansión celular 
estimulando y regulando la actividad del ciclo celular en el meristemo de la raíz gracias a que 
inducen la degradación de las proteínas DELLA (Silverstone et al., 2001; Achard et al., 
2009).  
La aplicación de PAC promovió la formación de raíces en las líneas de chopo y ejerció 
un efecto negativo en el crecimiento de las raíces y del brote (Tabla 36). La deficiencia en 
giberelinas genera plantas enanas (Yelenosky et al., 1993). Además el tratamiento con PAC 
incrementa en más del 40% la supervivencia de las plantas transferidas a condiciones ex vitro, 
aunque las plantas son más pequeñas, con entrenudos cortos, las hojas son más gruesas y con 
mayor contenido en clorofilas (Wen et al., 2013). La disminución de la longitud de las raíces 
y el incremento de su espesor también fue observado en otras especies (Cui et al., 2009; Wen 
et al., 2013). Sorprendentemente el PAC no modificó significativamente el contenido en ácido 
giberélico en el ápice de la raíz pero redujo un 53% el contenido en AIA (Wen et al., 2013), 
esto demuestra que las diferentes vías de señalización hormonal están interrelacionadas y la 
manipulación hormonal desencadena respuesta diferentes en los distintos tejidos. En Populus 
tremula x P. alba se observó que en dos líneas transgénicas, una de ellas deficiente y otra 
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insensible al ácido giberélico, se alteró el patrón de expresión génica en el desarrollo de las 
RLs. Se modificó significativamente la expresión de 2069 genes, de los cuales 1178 están 
implicados en promover la proliferación celular, el crecimiento y la degradación de la pared 
celular. Además, en estas líneas se alteró el patrón de expresión de genes que codifican para 
las proteínas que participan en el eflujo del TPA, lo que sugirió la implicación de la ruta 
señalización de las giberelinas en la regulación de otras hormonas como auxinas (Gou et al., 
2010).  
 
6. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN PtSHR1  
El desarrollo de RAs está controlado por las rutas de señalización hormonal, tanto de las 
auxinas como de las giberelinas. En las líneas de Populus analizadas en este trabajo, la 
aplicación y mantenimiento en el medio de cultivo de diversos reguladores de crecimiento 
generó cambios en el desarrollo de la raíz. Los cambios evaluados a nivel histológico se 
correlacionaron con el patrón de expresión del gen PtSHR1. Aunque en Populus se han 
identificado tres genes SHR, PtSHR1 es el que presenta mayor grado de homología y 
funciones similares con AtSHR, el único identificado en Arabidopsis, (Wang et al., 2011). El 
gen AtSHR regula el desarrollo de la raíz desde tres aspectos diferentes: regulando la 
transcripción, modulando el balance hormonal y las rutas de señalización (Levesque et al., 
2006). 
La aplicación de AG3 en las plantas de Populus incrementó las divisiones celulares en el 
ápice de la raíz, siendo estas más desorganizadas dando lugar a una pérdida del patrón radial 
radicular. Por el contrario, el PAC redujo dichas divisiones, generando un meristemo apical 
muy pequeño, correlacionado con niveles bajos de expresión de PtSHR1. Esto se debe a que 
la organización del meristemo radicular requiere del mantenimiento de un balance entre la 
división celular y la diferenciación (Moubayidin et al., 2010). Las giberelinas controlan el 
tamaño del meristemo de la raíz, afectando a las células meristemáticas troncales (Ubeda-
Tomás et al., 2009). De esta forma incrementan el número de células meristemáticas y las 
divisiones celulares del meristemo apical de la raíz regulando su crecimiento (Scheres, 2007). 
La reducción del tamaño del meristemo radicular observado en el tratamiento con PAC, es 
probablemente debido a una acumulación de proteínas DELLA, de forma similar a lo 
observado en otros trabajos (Achard et al., 2009). La manipulación de la ruta de señalización 
auxínica también alteró el desarrollo del meristemo apical de la raíz, completamente 
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organizado y de mayor tamaño en las muestras tratadas con AIB y más pequeño y con 
divisiones desorganizadas en las tratadas con NPA. Un incremento en el número de células 
meristemáticas y de la caliptra también se observó en el ápice de la raíz de mutantes shr-1, 
desarrolladas en medios con AIB y Kin (Della Rovere et al., 2015). La especificación y 
mantenimiento de la actividad del CQ viene determinada por diversos factores de 
transcripción como PLETHORA1, SCR y SHR (Helariutta et al., 2000; Sabatini et al., 2003; 
Aida et al., 2004; Xu et al., 2006). Nuestros resultados mostraron un gran cambio en el patrón 
de expresión del gen SHR generado principalmente por los tratamientos con AG3, PAC y 
NPA, aunque también se observaron ligeros cambios tanto en los primordios como en las 
raíces desarrolladas en presencia de AIB. Por el contrario, Achard et al. (2009) no observaron 
modificaciones en el patrón de expresión de los genes SCR, SHR y PLT1 ante los tratamientos 
con giberelinas y PAC. Estos autores sugirieron que la señalización de las giberelinas controla 
el ratio de división de las células meristemáticas de la raíz sin interferir en la especificación o 
actividad del nicho de células madre. Nuestros resultados sugieren que en presencia de PAC 
se inhiben las divisiones y se incrementa la especificación celular por un descenso en los 
niveles de PtSHR1. Por el contrario, AG3 incrementa la expresión de PtSHR1, lo que induce 
las divisiones y mantiene la capacidad meristemática de las células. La adquisición de 
identidad del tejido basal de la raíz está regulada por el SHR (Benfey et al., 1993; Yu et al., 
2010; Cui et al., 2011; Hao y Cui, 2012).  
El crecimiento de la raíz se vio inhibido por la aplicación de NPA y PAC, sin embargo no 
se vio afectado por la aplicación de AG3 y AIB con respecto a las muestras control. El gen 
SHR es esencial para el crecimiento de la raíz ya que es indispensable para la actividad de su 
meristemo apical (Lucas et al., 2011). El crecimiento de la raíz se ve acelerado por el 
incremento en el número de células meristemáticas y el tamaño del meristemo (Ubeda-Tomás 
et al., 2009), lo que concuerda con el menor desarrollo del meristemo y menor tamaño de las 
raíces desarrolladas en presencia de PAC o NPA y el cambio de patrón del gen PtSHR1. En 
Arabidopsis thaliana el tratamiento con PAC redujo la tasa de crecimiento de la raíz, el 
tamaño del meristemo y el tamaño de las células maduras (Ubeda-Tomás et al., 2009). Por lo 
tanto las auxinas y giberelinas promueven y mantienen el crecimiento de la raíz controlando 
el tamaño del meristemo apical. El PAC reduce el número de células mitóticas y el AG3 y el 
NPA promueve la actividad mitótica del meristemo, por lo tanto hay un control de la 
proliferación celular a través de las proteínas DELLA y las giberelinas (Ubeda-Tomás et al., 
2009). Se han descrito los mutantes del gen SHRUBBY (SHBY), que presentan alterado el 
patrón longitudinal y radial de la raíz a través de la regulación de SHR, SCR, PLT1, PLT2 y la 
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señalización de las giberelinas (Koizumi y Gallagher, 2013). Estos mutantes shby, con un 
crecimiento radicular reducido muestran una menor expresión de estos genes en el ápice de la 
raíz, y son insensibles a las giberelinas y al PAC. SHBY puede actuar de unión entre SCR-
SHR y PLT en el mantenimiento del crecimiento de la raíz, en la regulación de las divisiones 
celulares y en el mantenimiento del CQ (Koizumi y Gallagher, 2013). 
La alteración del patrón de expresión del gen PtSHR1 en el ápice de la raíz, en respuesta 
a los diferentes tratamientos, provocó graves alteraciones en el mantenimiento de la identidad 
del CQ. Los tratamientos con NPA y AG3 indujeron su sobreexpresión en el meristemo 
central, pudiendo ocasionar una desestabilización de la estructura del CQ. Tanto el meristemo 
de los primordios como el ápice radicular muestran una pérdida o alteración de la distribución 
radial de las células, especialmente con la aplicación de NPA. Cabe recordar que los genes 
SHR y SCR, así como otros genes de esta familia, regulan la especificación y mantenimiento 
del patrón radial del meristemo radicular (Di Laurenzio et al., 1996; Pysh et al., 1999; 
Helariutta et al., 2000; Wysocka-Diller et al., 2000; Sabatini et al., 2003; Bolle, 2004; 
Vernoux y Benfey, 2005; Xu et al., 2006; Lee et al., 2008; Lucas et al., 2011). En los 
mutantes shr-1 destaca la ausencia de CQ en RAs maduras (Della Rovere et al., 2015). 
Asimismo se demostró que ante la pérdida del CQ, el gen SCR participa en su restauración 
(Xu et al., 2006). La pérdida de la función de los genes SHR y SCR genera raíces con el 
desarrollo de capas aberrantes de tejido fundamental (Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et 
al., 2000). Esto también se refleja en las raíces de Populus desarrolladas en presencia de NPA 
o AG3, que muestran alterado el patrón radial del primordio por la aparición de divisiones 
ectópicas. Otra de las observaciones en Populus es el cambio en el espesor del córtex de las 
raíces desarrolladas en medios que contienen NPA, AG3 o PAC. Las desarrolladas tanto en 
NPA como en AG3 poseen pocas capas de células corticales, mientras que en las originadas 
en medio con PAC se incrementó considerablemente el número de las mismas. Estos 
tratamientos afectaron también a otro tipo de tejidos, así el espesor de la estela se promovió en 
el tratamiento con AG3 y se redujo en el de PAC. Estos cambios morfológicos, parecen estar 
correlacionados con la expresión de PtSHR1 confirmando el papel indispensable de SHR en la 
formación del córtex, descrita ya en otros estudios (Heo et al., 2011; Gong et al., 2016). 
El desarrollo del córtex se redujo al incrementar la expresión de SHR, ya que inhibe las 
divisiones periclinales de las células iniciales del córtex y la endodermis tanto en el ápice 
como en la zona media de la raíz. Por el contrario, fue promovido por niveles bajos de 
transcrito localizados en las células de la estela, como ya se había observado en trabajos 
previos (Heo et al., 2011; Koizumi et al., 2012b; Gong et al., 2016). La abundancia de 
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proteína SHR cambia la dinámica de desarrollo de la raíz (Koizumi et al., 2012b). De acuerdo 
al patrón de expresión de PtSHR1, el desarrollo del meristemo radicular y la implicación del 
gen SHR en su organización, todo indica a que niveles de expresión intermedios conllevan a 
un desarrollo correcto de la raíz manteniendo una tasa media de las divisiones periclinales, 
como ocurre en los tratamientos con AIB y sin reguladores de crecimiento. Niveles de 
expresión elevados inhiben las divisiones periclinales de la endodermis, reduciendo la 
formación de córtex, como ocurre en las raíces desarrolladas en medio con NPA y AG3. Por 
el contrario, niveles bajos promueven las divisiones periclinares y el desarrollo de córtex. Esta 
proteína puede actuar como promotora o inhibidora de las divisiones periclinares en función 
de su concentración y del tejido en el que se localice. El córtex se inicia por divisiones 
periclinales de las células iniciales que recubren el CQ, que ocurren en diferente posición y 
momento del desarrollo de la raíz. No se conocen los mecanismos que determinan donde y 
cuando SHR actúa promoviendo las divisiones celulares (Koizumi et al., 2012b). Como 
señalábamos en la introducción, para la determinación de los tejidos del córtex y la 
endodermis requiere de la presencia de dos factores de transcripción el SCARECROW (SCR) y 
el SHORTROOT (SHR) (Di Laurenzio et al., 1996; Kamiya et al., 2003; Cui et al., 2007; Cui 
y Benfey, 2009; Koizumi et al., 2012a,b). El gen SHR se expresa en las células de la estela y 
la proteína se traslada a las células adyacentes de la endodermis, lo que indica que el gen SHR 
parece estar implicado en la determinación del córtex y en las divisiones periclinales de las 
células iniciales del córtex y la endodermis (Helariutta et al., 2000; Levesque et al., 2006). 
Este proceso está regulado por las giberelinas (Baum et al., 2002; Heo et al., 2011). El gen 
SCR se expresa en la endodermis durante su formación y maduración de la raíz, participando 
en la determinación de las células endodérmicas y restringiendo la localización del SHR (Sena 
et al., 2004). La alteración de otros genes como el SCR o el JACKDAW, regula los 
movimientos de la proteína SHR al núcleo o fuera de la endodermis. Esto genera un aumento 
en el número de capas de la raíz, por divisiones ectópicas en el tejido fundamental (Koizumi 
et al., 2012b). Las proteínas SCR y SHR actúan de forma conjunta activando el gen CYCD6.1 
para que tengan lugar las divisiones periclinales que separan la endodermis y el córtex, y 
posteriormente dichas proteínas se degradan en las células del córtex para evitar un exceso de 
divisiones periclinares (Heidstra et al., 2004). En Arabidopsis los mutantes deficientes en el 
gen SHR carecen de la capa de células endodérmicas. En Populus hemos visto que el 
tratamiento con PAC disminuyó la actividad del SHR, originando divisiones precoces de la 
endodermis, y por ello dichas raíces son cortas, gruesas y con un córtex muy grueso. Otras de 
las funciones de las giberelinas son por un lado el control de la elongación celular, que se 
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reflejó especialmente en las células del córtex (Ubeda-Tomás et al., 2008), y por otro la 
especificación y mantenimiento de las células de la estela (Koizumi et al., 2012b). El 
incremento en grosor de las raíces tratadas con PAC se debe al incremento en el número de 
capas y tamaño de las células corticales inducido por la reducción de los niveles de PAC. 
Contradictoriamente en otros trabajos la aplicación de PAC incrementó los niveles de 
transcrito SHR pero el ratio de expresión entre la endodermis y la estela disminuye, por lo que 
propusieron que el PAC induce la formación de córtex, reduciendo la actividad en la 
endodermis independientemente de los niveles de transcrito (Koizumi et al., 2012b). 
La acción del ácido giberélico reprime la expresión de ciertos genes GRAS como el 
SCL3, SCR y SHR promoviendo la formación de córtex (Heo et al., 2011). En base a un 
estudio con mutantes, se ha propuesto que el gen SEU regula estos genes a través de la ruta de 
señalización de las giberelinas, cuyo expresión se reprime por el incremento de giberelinas y 
se induce por la aplicación de PAC (Gong et al., 2016). El gen SCL3, cuya expresión se 
inhibe por giberelinas y se induce por PAC, se expresa en la endodermis y actúa en la 
integración de la señalización de las giberelinas con la vía de actuación del complejo 
SHR/SCR (Heo et al., 2011). SCL3 es un integrador de la señal de las giberelinas 
específicamente en la endodermis y un regulador positivo de la degradación de DELLA. De 
esta manera SCL3 regula la formación de córtex por la maduración del tejido fundamental del 
ápice de la raíz. 
Por otro lado a las giberelinas se les ha atribuido un importante papel en la xilogénesis. 
Nuestros resultados mostraron que los diferentes tratamientos hormonales alteraron el patrón 
de expresión del gen PtSHR1 y con él, el desarrollo del cilindro vascular. Las raíces 
desarrolladas en medio con AG3 incrementan el desarrollo de la estela y se reduce en las 
raíces desarrolladas en presencia de PAC. Además durante del desarrollo de los primordios el 
tratamiento con AIB incrementó la expresión del gen PtSHR1 en el tejido vascular en la 
inserción de la raíz emergente con el brote incrementando también los elementos vasculares. 
En mutantes shr-1 de Arabidopsis thaliana, el tratamiento con AIB y Kin generó mayor 
desarrollo de los elementos vasculares que conectan las RAs con el tallo (Della Rovere et al., 
2015). Aunque en general, las auxinas inducen diferenciación del xilema y las citoquininas 
del floema, el patrón vascular está controlado por el gen SHR mediante la regulación de la 
homeostasis de citoquininas (Hao y Cui, 2012). El gen SHR actúa también regulando las 
divisiones asimétricas en el procambium que dirigen el desarrollo del floema y el xilema (Yu 
et al., 2010). En las plantas tratadas con PAC o mutantes insensibles a las giberelinas además 
de mostrar un fenotipo enano, hay una reducción de la xilogénesis y lignificación, por el 
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contrario, el incremento en la biosíntesis de giberelinas incrementa la xilogénesis (Mauriat et 
al., 2011). Como ya mencionamos anteriormente las giberelinas alteran el TPA por lo que es 
necesaria una precisa localización de giberelinas activas en el tejido vascular para el correcto 
desarrollo de la planta. Tanto el crecimiento primario como secundario se ven afectados por el 
catabolismo de giberelinas, llevado a cabo principalmente mediante oxidación, pero también 
por epoxidación y metilación (Mauriat et al., 2011). El gen AtSHR participa en la división y 
especificación durante el desarrollo del tejido vascular de la raíz (Cui et al., 2007), el PtSHR 
regula la actividad meristemática en diferentes tejidos y órganos (Wang et al., 2011) y los 
genes PttSHR1 y PttSHR2 se expresan en el cambium y regulan el desarrollo del tejido 
vascular (Schrader et al., 2004). Recientemente se mostró una relación inversa ente los 
procesos de formación de RAs y la xilogénesis, en los cuales participan los genes SHR, SCR y 
AUX1 (Della Rovere et al., 2015). En especies recalcitrantes incapaces de enraizar la 
aplicación de AIA incrementa la xilogénesis (Reverberi et al., 2001).  
El gen SHR actúa mediante la regulación transcripcional, la regulación de las rutas de 
señalización hormonal y la transducción de la señal de las RLKs, regulando directamente la 
expresión de 8 genes entre los que se encuentra el SCR (Levesque et al., 2006). Dado que las 
quinasas están sobrerepresentadas en el grupo de genes reprimidos por el SHR y el 75% se 
trata de RLKs, estas deben jugar un papel clave en la mediación de la respuesta del SHR 
(Levesque et al., 2006). La expresión del SHR también podría estar regulada por otras rutas de 
señalización hormonal, como el ABA, compuesto al que los mutantes shr son hipersensibles 
(Cui et al., 2012). El ABA puede promover o inhibir el enraizamiento en función de la 
especie, en general los niveles endógenos de ABA se asocian positivamente con el 
enraizamiento en especies forestales (Blakesley et al., 1991) interactuando con las auxinas o 
actuando antagónicamente con la inhibición de las giberelinas, sin embargo en tomate inhibió 
el enraizamiento (Kittrell et al., 2006).  
Todo ello refleja el importante papel de las auxinas y giberelinas en el mantenimiento del 
CQ, en el control de la proliferación de las células meristemáticas, y regulando niveles de 











Se ha desarrollado un sistema experimental de hojas para el estudio del enraizamiento 
adventicio y de la pérdida de capacidad rizogénica asociada a la adquisición del estado adulto, 
que presenta una respuesta fisiológica, anatómica y molecular similar al sistema de brotes, 
dependiente del estado ontogenético. 
Conclusión 2: 
La reprogramación y reactivación de las células competentes para formar raíces es 
dependiente del transporte polar de auxinas, siendo determinante durante las primeras 48 
horas del proceso de inducción, ya que la aplicación de NPA inhibe considerablemente el 
proceso de enraizamiento. El efecto del NPA es local y dependiente del tiempo y momento de 
su aplicación, afectando también al desarrollo de las raíces adventicias.  
Conclusión 3: 
La identificación y caracterización de dos secuencias completas (CsSCL3, CsSHR1) y dos 
parciales (CsSHR2 y CsSCR1) de factores de transcripción de familia GRAS; del gen 
CsGH3.2 de la familia GH3 que participa en el catabolismo de auxinas; del gen CsUGT de la 
familia de las UDP-glicosiltransferasas y del gen CsENOD93 de la familia de las nodulinas 
tempranas.  
Conclusión 4: 
La abundante expresión relativa de los genes CsUGT, CsENOD93, CsGH3.2, CsERF1, 
CsSCL1 y CsSCL3 en la raíz indica que están implicados en su desarrollo y/o en el de raíces 
laterales como CsSCL1 y CsGH3.2. Los genes CsERF, CsSCL1, CsLRK y CsGH3.2 actúan en 
células meristemáticas en proliferación y en el mantenimiento del patrón radicular y CsSCL1 
interviene en el mantenimiento del centro quiescente.  
Conclusión 5: 
La inducción temprana por auxina de los genes CsERF1, CsSCL1, CsGH3.2, CsSHR2, 
CsENOD93 en el material competente para enraizar y su represión por NPA establece una 
correlación directa entre expresión génica y capacidad de enraizamiento, indicando un papel 







La localización específica de los genes CsERF1, CsSCL1 en las células competentes para 
formar raíces en respuesta a la auxina muestra que están implicados en la desdiferenciación y 
adquisición del destino de las células que darán lugar a los primordios, mediante reactivación 
de las células del cambium.  
Conclusión 7: 
La manipulación hormonal de los brotes de Populus muestra que la aplicación de PAC 
promueve su capacidad rizogénica y el AG3 y NPA la inhiben, afectando también a la 
morfología de las raíces. Ambos, NPA y PAC generan raíces cortas, además el NPA reduce 
su grosor y el PAC lo incrementa.  
Conclusión 8: 
La expresión de PtSHR1 está regulada por las rutas de señalización de auxinas y 
giberelinas. La aplicación de PAC, inhibe su expresión promoviendo la diferenciación celular 
y la formación de córtex, mientras que AG3 y NPA incrementan su expresión y promueven 
divisiones ectópicas. La modificación del patrón de expresión en respuesta a PAC, AG3 y 
NPA, demuestra el papel de PtSHR1 en el correcto funcionamiento del centro quiescente, 
control de las divisiones iniciales y mantenimiento del patrón radial radicular, siendo 
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